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RESUMO

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) possui ampla distribuicéo
geografica e é reponséavel por perdas econdmicas em varias culturas de importancia
agricola ao redor do mundo. As lagartas apresentam grande plasticidade em termos
de exigéncia nutricional e, devido a polifagia, se adaptam a diversos hospedeiros, com
valores nutricionais variados, os quais podem afetar seu desenvolvimento biolégico.
Considerando a recente introducdo do inseto no Brasil (2013), aliada a falta de
consenso sobre a origem das populacdes a campo, dificuldades no estabelecimento
de criagcbes massais, bem como a necessidade de maior entendimento sobre sua
interacdo com os hospedeiros em nosso pais, este estudo teve como obijetivos:
disponibilizar uma dieta padronizada para criacbes de H. armigera em laboratorio
(25£2°C, 70+£10% U.R. e 14h de fotofase), caracterizar molecularmente trés
populacées, de Sédo Paulo, Bahia e Distrito Federal, avaliar o desempenho biologico
e o potencial biético de individuos provenientes de diferentes populacdes em dieta
artificial e investigar a performance de H. armigera em estruturas vegetativas e
reprodutivas de algoddo, milho e soja. As analises moleculares mostraram
similaridade elevada entre individuos das trés populacdes, indicando uma origem
Unica para H. armigera no Brasil. O método de criacdo, bem como os indices
nutricionais da dieta artificial oferecida se revelaram adequados para o inseto. A
viabilidade média das fases larval e pré-pupal foi semelhante nas trés populacdes. A
duracdo média em dias das pupas fémeas de seis instares foi de 11,4; 11,6 e 12,0
dias, para as populagdes de SP, DF e BA, respectivamente. As fémeas de S&o Paulo
apresentaram a maior média de peso pupal. A progénie proveniente de algodao (BA)
apresentou maior potencial biético, maior taxa reprodutiva e melhor fecundidade em
relacdo aos insetos das outras regifes. Nos tecidos vegetativos e reprodutivos de
soja, milho e algodao, os indices de viabilidade larval variaram de 22% a 55%,
enquanto que na dieta artificial a viabilidade foi de 62%. Na comparagdo com as dietas
naturais, a dieta artificial se revelou como o0 substrato mais adequado ao
desenvolvimento de H. armigera, no entanto, ndo se deve descartar a variabilidade na
composic¢do nutricional dos hospedeiros naturais a campo, bem como a oferta mista
a partir de diferentes partes da planta ou migracao entre espécies vegetais durante a
fase larval do inseto.

Palavras-chave: Performance biologica. Populacdes. Parametros nutricionais.
Hospedeiros. Dieta artificial.






ABSTRACT

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) has a wide geographical
distribution and contributes to economic losses in several crops of agricultural
importance around the world. The larvae present great plasticity in terms of nutritional
requirement and, due to polyphagia, they adapt to several hosts with varied nutritional
values which may affect their biological development. Taking into account the recent
introduction of these insects in Brazil (2013), along with the lack of consensus on the
origin of their populations in the field, as well as the difficulties in establishing mass
creations, and the need for greater understanding of their interaction with the hosts in
our country, this study had as its objectives: to provide a standardized diet for
laboratory H. armigera (25+2°C, 70+10% R.H., and 14h of phototophase); to
molecularly characterize three populations from S&o Paulo (SP), Bahia (BA), and
Distrito Federal (DF); to evaluate the biological performance and biotic potential of
individuals from different populations on artificial diet; and to investigate the
performance of H. armigera in vegetative and reproductive structures of cotton, corn
and soybean. The molecular analyzes showed a high similarity between individuals of
the three populations, which indicates a unique origin for H. armigera in Brazil. The
breeding method, as well as the nutritional indexes of the artificial diet offered, was
adequate for the insects. The mean viability of the larval and prepupal stages was
similar in all three populations. The mean duration in days of female pupae of six
instars was 11.4; 11.6 and 12.0 days for the populations of SP, DF and BA,
respectively. Females from S&o Paulo had the highest mean pupal weight. Progeny
from cotton in BA presented higher biotic potential, higher reproductive rate and better
fecundity in relation to the insects from the other regions. In the vegetative and
reproductive tissues of soybean, corn and cotton, larval viability ranged from 22% to
55%, while in the artificial diet, viability was 62%. In comparison with natural diets, the
artificial diet proved to be the most adequate substrate for the development of H.
armigera; however, the variability in the nutritional composition of the natural hosts in
the field should not be ruled out, neither the mixed supply from different parts of the
plant, nor the migration among plant species during the larval stage of the insect.

Keywords: Biological performance. Populations. Nutritional parameters. Hosts.
Artificial diet.
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1 INTRODUCAO GERAL

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma espécie com
ampla distribuicdo geografica (ZALUCKI; FURLONG, 2005), tendo sido relatada como
praga agricola em paises da América, Asia, Europa, Africa e Oceania (ZALUCKI et
al., 1986; CZEPACK et al., 2013; SPECHT et al., 2013; EFSA, 2014; MURUA et al.,
2014; KRITICOS et al., 2015; CHAKROUN et al.,, 2016). O inseto contribui
significativamente para perdas econémicas em varias culturas de importancia agricola
(TALEKAR et al., 2006; NASERI et al., 2011; CUNNINGHAM; ZALUCKI, 2014) e é
capaz de infestar mais de 100 espécies de plantas cultivadas ao redor do mundo. A
espécie é mundialmente reconhecida como uma das mais devastadoras pragas
agricolas (CUNNINGHAM; ZALUCKI, 2014) e é comumente retratada na literatura
como “Old World (African) bollworm”, “Cotton bollworm”, “Corn earworm” (LAMMERS;
MACLEQOD, 2007) ou “Tomato fruit worm” (LIN; YUN-CHE, 2010). Esse noctuideo
apresenta grande mobilidade entre as plantas hospedeiras e elevada capacidade de
disperséao; seus adultos podem percorrer distancias de até 1.000 km em v60s noturnos
(PEDGLEY, 1985).

Além da polifagia, sua grande ameaca como praga-chave em varias culturas
(CUNNINGHAM; ZALUCKI, 2014) deve-se as altas taxas de reproducéo; possibilidade
de diapausa facultativa, o que favorece melhor ajuste nas distribuicdes espaciais e
temporais entre seus hospedeiros (KRISHNAREDDY; HANUR, 2015); capacidade de
sobrevivéncia em varios habitats (FITT, 1989; ZALUCKI et al., 1994), podendo
apresentar até 11 gera¢cdes em um unico ano (RIJAL, 2006). Além disso, o inseto
apresenta grande habilidade de adaptacéo sob condi¢cdes adversas de umidade e
temperatura (FITT, 1989; ALl et al., 2009).

Outros fatores que elevam sua importancia como praga agricola estéo
relacionados a alta incidéncia com que ocorre nas lavouras comerciais, resisténcia a
grupos de inseticidas comumente utilizados (ZALUCKI et al., 1986; MORAL GARCIA,
2006) e a plantas que expressam proteinas Bt (MAHON et al., 2007; LIU et al., 2010;
ZHANG et al., 2012; TABASHNIK et al., 2013; CHAKROUN et al., 2016; DOURADO
et al., 2016). Cabe ressaltar, ainda, que o risco de resisténcia a plantas geneticamente

modificadas permanece como preocupacao constante para esta espécie, uma vez que
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varias outras espécies de lepidopteros-praga ja foram relatadas como resistentes a
essa tecnologia (TABASHNIK et al., 2013; FARIAS et al., 2014; GASSMANN et al.,
2014).

Os adultos de H. armigera apresentam habito noturno (HARDWICK, 1965).
Acasalam-se durante os periodos iniciais de sua fase adulta, sendo que a maioria das
fémeas prefere fazé-lo até o terceiro dia apos a emergéncia (SAITO, 1999). Fatores
ambientais como umidade e temperatura exercem forte influéncia na reproducéo do
inseto. Uma fémea pode ser copulada uma ou mais vezes (KING, 1994; HOU;
CHENG, 1999; TENG et al., 2009; BAKER; TANN, 2012), podendo depositar mais de
4.000 ovos durante o ciclo, dependendo do hospedeiro e das condicBes ambientais
presentes (HARDWIK, 1965). A oviposicado frequentemente ocorre durante a noite
(ZALUCKI, 1991) e a escolha do local € mediada por estimulos fisicos e quimicos. As
mariposas escolhem preferencialmente superficies com certo grau de pilosidade e/ou
estruturas reprodutivas (flores, vagens etc.) (KING, 1994; CUNNINGHAM; ZALUCKI,
2014).

A fase imatura de H. armigera geralmente passa por cinco a sete instares larvais.
A qualidade nutricional recebida pelas larvas durante seu desenvolvimento e
temperatura sao considerados os principais fatores reguladores (FOWLER; LAKIN,
2001). As larvas apresentam grande plasticidade em termos de exigéncia nutricional,
podendo alimentar-se em diferentes regides da planta hospedeira, como folhas e
hastes. Entretanto, apresentam maior preferéncia por estruturas reprodutivas
(MORAL GARCIA, 2006; LAMMERS; MACLEOD, 2007; PERKINS et al., 2008, 2009).
As larvas podem apresentar diferentes coloracdes, variando de tons verde-rosado a
marrom ou até mesmo quase pretas, ocorrendo duas linhas longitudinais ao longo do
dorso (RIJAL, 2006). Durante a fase larval, os individuos podem apresentar habito
canibal, o que pode ser um fator de reducéo populacional do inseto (LIU et al., 2004;
MIRODINIS et al., 2013).

Também devido ao habito polifago da espécie, suas larvas acabam se
desenvolvendo em dietas com valores nutricionais pouco apropriados, impactando
negativamente seu desenvolvimento biolégico (RUAN; WU, 2001; SCHELLHORN et
al., 2008). Algumas varia¢des nutricionais dos alimentos influenciam diretamente no

desempenho biolégico dos insetos, acarretando ao longo do tempo variagbes nos
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individuos (SARFRAZ et al.,, 2006). Em funcdo disso, a disponibilidade dos
hospedeiros naturais no campo tem papel fundamental nos surtos populacionais do
inseto (SOUTHWOOD; HENDERSON, 2000) e esta diretamente relacionada com a
dindmica populacional da praga em varios sistemas de producdo (MAELZER;
ZALUCKI, 1999; KRISHNAREDDY; HANUR, 2015).

No Brasil, H. armigera foi detectada oficialmente em 2013 (CZEPAK et al., 2013)
e anteriormente era considerada uma praga quarentenaria para 0 continente
americano (SOSA-GOMEZ et al., 2016). Sua introdug&o causou grande preocupagao
em varios estados brasileiros, onde foram registradas grandes perdas econdémicas,
além da necessidade de trés ou mais aplicacdes adicionais de defensivos para o seu
controle, principalmente nas culturas de algodéao e soja.

A maior importancia de H. armigera concentra-se em areas do Cerrado brasileiro,
onde os sistemas de producao intensivos, intercalam trés hospedeiros preferenciais,
como as culturas do algodao, milho e soja (REIGADA et al., 2016). Estes hospedeiros
sao cultivados extensivamente e sequencialmente, com janelas de plantio e colheita
que se sobrepdem durante as diferentes safras agricolas (JALLOW; ZALUCKI, 2003;
REIGADA et al., 2016), de forma que sempre h& oferta de alimento. Essa sucessao
continua das culturas, aliada a aplicacfes excessivas de defensivos, a presenca de
plantas invasoras em areas adjacentes, além do emprego de métodos inadequados
de manejo, pode proporcionar a ocorréncia de surtos populacionais da praga, como
0s ja relatados em territorio nacional (CZEPAK et al., 2013; EMBRAPA, 2013).

Os registros iniciais de H. armigera foram feitos com base em amostras obtidas
nos estados de Goias, Distrito Federal, Mato Grosso e Parana (CZEPAK et al., 2013;
EMBRAPA, 2013; SPECHT et al., 2013). Porém, exames de dados de colecdes
revelaram que em 2011 alguns exemplares da espécie ja haviam sido coletados no
Rio Grande do Sul e em 2012 no Amapa (SOSA-GOMEZ et al., 2016). Posteriomente
a deteccdo dessa espécie, houve a construcdo de uma superpopulacdo que se
irradiou para toda a América do Sul. Posteriormente, o inseto foi também detectado
na Argentina (MURUA et al., 2014), Paraguai (PARAGUAY, 2014), Estados Unidos
(HYDEN; BRAMBILA, 2015) e Uruguai (ARNEMANN et al., 2016).

Apés sua deteccdo no Brasil, estudos se referiram as infestacbes como

“populacdes” coletadas em diferentes regides e plantas hospedeiras, destacando a
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ocorréncia de diversos haplétipos em varias regides do Brasil (TAY et al., 2013; LEITE
et al., 2014; MASTRANGELO et al., 2014). Apds esses registros, varios estudos que
visam caracterizar diferentes populacdes considerando-se 0os aspectos moleculares
(MASTRAGELDO et al., 2016) e biologicos da espécie foram realizados (SUZANA et
al., 2015; BARBOSA et al., 2016; REIGADA et al., 2016).

A partir do conhecimento do potencial de danos do inseto, laboratorios brasileiros
vém tentando manter populacbes de H. armigera sob dietas artificiais (HAYDEN;
BRAMBILA, 2015; CHAKROUN et al., 2016); porém, os individuos se mantém por
reduzido numero de geracdes. Uma das provaveis causas de insucesso esta
relacionada a falta de padronizacéo das dietas utilizadas (CHAKROUN et al., 2016),
ou devido a depressdo por endogamia. As exigéncias nutricionais da espécie sao
cruciais para o sucesso de sua performance nas geracoes seguintes (CHAKROUN et
al., 2016) e a disponibilidade, qualidade e quantidade do alimento consumido durante
0 estagio imaturo possui efeito direto sobre o desenvolvimento, dispersdo e
reproducao na sua fase adulta (SINGH; PARIHAR, 1988).

Assim como ocorre em outros grupos, para Lepidoptera, o fator como a qualidade
da dieta oferecida afetard fortemente a performance das futuras geracles
(WOESTMANN; SAASTAMOINEN, 2016). Geralmente, as vitaminas desempenham
um papel importante na fecundidade do ovo (PARRA, 2009; COHEN, 2004) e, na
natureza, esse grupo de nutrientes é obtido por varios meios entre os diversos
hospedeiros. Em condi¢cbes de laboratorio, as vitaminas e minerais devem ser
disponibilizados em concentracdes 6timas para a boa emergéncia da prole (PARRA,
2009). E importante frisar que a principal contribuicdo das criacbes em laboratério, a
partir de dietas artificiais padronizadas, € permitir a oferta de insetos de qualidade, de
forma padronizada e em quantidades desejaveis, conservando as caracteristicas
naturais da espécie ao longo de varias geracoes (PARRA, 2009; SCHNEIDER, 2009).

Deve se destacar que as criagdes de laboratorio, utilizando dietas artificial sob
condi¢cBes controladas, sdo Otimas op¢oes para aprofundar os conhecimentos sobre
a biologia de um inseto. A criacdo bem-sucedida é prioritaria, a fim de se estudar a
performance da espécie e permitir também a elaboracdo de tabelas de vida

(SILVEIRA NETO, 1976). Estratégias aplicadas no manejo de H. armigera precisam
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ser melhor definidas e a disponibilidade de informagdes basicas sobre sua biologia
torna-se peca-chave nesse processo (CHAKROUN et al., 2016).

Considerando-se o potencial de danos que H. armigera apresenta para o cenario
agricola brasileiro, este trabalho teve como intuito avaliar a performance bioldgica de
individuos provenientes de diferentes regifes do Brasil em dieta artificial e natural. Os
objetivos especificos do trabalho foram: a) Disponibilizar uma dieta artificial padrao
para a criacdo de H. armigera em laboratorio; b) Realizar a caracterizacdo molecular
de trés populacdes brasileiras de H. armigera com origens distintas; c) Avaliar o
desempenho biolégico de imaturos de H. armigera cujos parentais foram originarios
de diferentes regifes e hospedeiros em dieta artificial; d) Avaliar o potencial biético e
construir tabelas de vida com individuos de H. armigera provenientes de diferentes
populacdes em dieta artificial; ) Avaliar a performance de imaturos de H. armigera
em diferentes estuturas vegetativas e reprodutivas de algoddo, milho e soja em
comparacao com dieta artificial.

Os resultados obtidos neste estudo poderao servir para futuras investigacées com
este inseto no pais e também deverao aprofundar os conhecimentos sobre a interacéo
de populacdes de H. armigera provenientes de diferentes regifes onde se cultiva
algodao, milho e soja. Baseado nas diferencas de performance do inseto entre os
hospedeiros, os dados poderdo auxiliar nas estratégias de manejo a serem
implementadas para H. armigera.

Para atingir esses objetivos, a tese foi dividida em trés capitulos, sendo o primeiro
intitulado “Pés-invasdo de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae):
caracterizacdo molecular e biolégica de estadios imaturos de diferentes locais e
plantas hospedeiras”, o qual foi redigido conforme as normas da revista Florida
Entomologist. O segundo foi intitulado “Potencial bidtico e tabela de vida de
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) de trés regides brasileiras” e
foi redigido conforme as normas da revista Neotropical Entomology. O terceiro
intitulado “Performance diferencial de Helicoverpa armigera (Htbner) (Lepidoptera:
Noctuidae) em dieta natural e artificial e sua relagdo com a composigao nutricional” foi

redigido conforme as normas da revista Environmental Entomology.
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CAPITULO | - Pds-invaséo de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae): caracterizagcdo molecular e bioldgica de estadios imaturos de
diferentes locais e plantas hospedeiras.

Revista: Florida Entomologist

Resumo

O objetivo deste deste estudo foi avaliar parametros biolégicos de estadios imaturos de
populacdes de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), provenientes de
diferentes plantas hospedeiras (citros, algoddo e milho) das regides brasileiras: Sao
Paulo, Bahia e Distrito Federal sob condicfes de laboratério (T=25+£1°C, 70+10% U.R. e
fotoperiodo=14:10). A analise de PCR revelou coeficientes que variam entre 0,59 e 1,
com similaridade elevada entre os individuos de Sao Desiderio (BA) e Botucatu (SP).
Uma formulacdo de dieta artificial foi utilizada e validada durante o experimento de
biologia comparada. As viabilidades média das fases larval e de pré-pupa nas trés
populacdes mostraram similaridade. A duracdo média (dias) das pupas fémeas de seis
instares foi de 11,4; 11,6 e 12,0 dias, para as populacbes de SP, DF e BA,
respectivamente. As fémeas que atingiram o sétimo instar necessitaram de 10,8; 11,9;
11,5 dias. As duracdes para machos de SP, DF e BA com seis e sete instares foram de
12,8; 13,5; 13,2 e 11,8; 13,2; 13,0 dias, respectivamente. Com relacdo ao peso de pupas,
considerando-se 0 sexo e 0 numero de instares dentro de cada populacdo, as fémeas de
Sao Paulo apresentaram a maior média (337,0 mg), diferindo das fémeas (seis e sete
instares) e dos machos (seis instares) do Distrito Federal e das fémeas (sete instares) da
Bahia. O método de criacdo, bem como o detalhamento dos valores nutricionais da dieta
artificial oferecida para as larvas de H. armigera durante seu desenvolvimento s&o
adequados, proporcionando o acampanhamento detalhado dos estadios imaturos da

espécie.

Palavras-chave: Dieta artificial; desenvolvimento larval; Helicoverpa armigera;

populacdes; padronizacao de criacéo
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Abstract

This study aimed to evaluate biological parameters of immature stages of Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) populations from different host plants (citrus,
cotton and corn) in the S&do Paulo, Bahia and Distrito Federal regions of Brazil under
laboratory conditions (T=25+£1°C, UR=70+£10%; photoperiod=14:10 L:D). PCR analysis
revealed coefficients ranging between 0.59 and 1, with high similarity between individuals
from S&o Desiderio, BA and Botucatu, SP. An artificial diet was used and validated during
the comparative biology experiment. Samples from each of the ingredients of the artificial
diet were analyzed regarding to purity, particle size, and the presence and quantity of
aggregates. The average viabilities of the larvae and pre-pupae in the three populations
were similar. The average durations of the sixth instar for female pupae were 11.4, 11.6
and 12.0 days for the SP, DF and BA populations, respectively, reaching the seventh
instar in 10.8, 11.9, and 11.5 days. The durations of the sixth and seventh instars of males
from SP, DF and BA were 12.8, 13.5, and 13.2 and 11.8, 13.2, and 13.0 days,
respectively. Considering the sex and number of instars within each population, the
females from S&o Paulo had the highest average pupal weight (337.0 mg), differing from
the females (sixth and seventh instars) and males (sixth instars) from Distrito Federal and
the females (seventh instars) from Bahia. The rearing method and the nutritional values
of the artificial diet offered to larvae of H. armigera during development were adequate,

and we herein provide an in-depth description of the immature stages of the species.

Keywords: Artificial diet; larval development; old world bollworm; populations

standardization of breeding
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O registro da ocorréncia de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae: Heliothinae) em 2013 (Embrapa 2013; Czepak et al. 2013; Specht et al. 2013)
ocorreu pelo menos cinco anos apoés a introdugédo dessa espécie no Brasil (Sosa-Gomez
et al. 2016). No momento da sua deteccdo (safra 2012/2013), ocorreu um surto
populacional da espécie com niveis notaveis em varias culturas, incluindo o algodoeiro,
citros, milho, soja e tomate em diferentes regides do pais (Embrapa 2013; Czepak et al.
2013, Specht et al. 2013, Bueno et al. 2014, Pratissoli et al. 2015).

Os registros iniciais foram baseados em amostras obtidas nos estados de Goias,
Distrito Federal, Mato Grosso e Parana (Embrapa, 2013, Czepak et al. 2013; Specht et
al. 2013). No entanto, o exame dos dados da coleta revelou que espécimes foram
coletados no Sul do Brasil e no extremo Norte em 2011 (Sosa-Gomez et al. 2016) e Sdo
Paulo em 2012 (Bueno e Sosa-GOmez, 2014). A deteccdo tardia permitiu que esta
espécie gerasse uma grande populacdo que se disseminou por toda a América do Sul.
De fato, apds o registro no Brasil, o inseto foi detectado na Argentina (Murua et al. 2014),
Paraguai (Paraguai 2014) e Uruguai (Arnemann et al. 2016).

Diversos estudos desde a deteccdo de H. armigera no Brasil tém relatado essas
infestacBes como "populacdes” coletadas em diferentes regides e em varias plantas
hospedeiras, destacando a ocorréncia de diversos haplétipos no Centro-Oeste, Norte e
Nordeste do Brasil (Tay et al. 2013; Leite et al. 2014; Mastrangelo et al. 2014). Contudo,
permanece desconhecido se a disperséo foi o resultado de multiplas incursdes recentes
ou de uma Unica invasao por diferentes populacdes de H. armigera (Mastrangelo et al.
2014). A inexisténcia de diversos haplétipos impulsionou estudos visando caracterizar
diferentes populacdes através de caracteristicas moleculares e bioldgicas.

Embora vérios laboratérios do Brasil tenham tentado manter popula¢des de H.
armigera, apenas algumas geracOes foram alcancadas devido a perda de qualidade
genética. As provaveis causas de falha estdo relacionadas com a falta de uma dieta
padrdo ou depressdo por endogamia. Vale ressaltar que o objetivo principal da criacédo
em massa a partir de uma dieta artificial é fornecer insetos de qualidade, de forma
padronizada e em quantidades desejaveis, mantendo ao mesmo tempo as caracteristicas

naturais da espécie (Parra 2009; Schneider 2009).
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Considerando a importancia econémica de H. armigera para o Brasil em diversas
culturas e/ou sistemas de producédo, especialmente soja/milho/algoddo, este estudo
comparou populacdes de H. armigera originarias de trés localidades e plantas
hospedeiras através de andlises genética, utilizando microssatélites para verificar a
similaridade genética entre as trés populacdes, além de comparar suas caracteristicas
bioldgicas. Foi também apresentada uma proposta para padronizacdo e validacdo de
uma dieta artificial para larvas, detalhando os valores nutricionais e metodologia de
criacao do inseto. Essas informacdes servirdo como base para novos estudos com H.
armigera sob condi¢cBes controladas e também para comparacoes intra e interespecificas

baseadas em dietas naturais e artificiais.

Material e Métodos

ORIGENS DAS POPULACOES DE H. armigera

Os individuos de H. armigera utilizados neste estudo foram obtidos através de
coleta em plantagdes de citros em Botucatu, SP (22°53'09"S; 48°26'42"W), milho em
Planaltina, DF (16°04'34,9"S, 47°37'14,8"W) e algodoeiro em Sao Desidério, BA
(12°39'46,1"S, 45°30'33,7"W). As populagdes foram mantidas individualmente em uma
sala climatizada.

Aidentificagdo em nivel de espécie foi realizada no Laboratério de Entomologia da
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, por comparacdo morfolégica da genitalia masculina
(Pogue 2004).

CARACTERIZACAO MOLECULAR
A caracterizagdo molecular dos insetos foi realizada no Laboratério de

Entomologia da Embrapa Soja, Londrina, PR. Foram extraidos o DNA dos machos e

fémeas de cada uma das trés populagdes usando o protocolo de Roger & Bendich (1988).
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Marcadores de microssatélites (loci: HaC14, HaB60, HaC87, HarSSR1, HarSSR2,
HarSSR3, HarSSR4 and HarSSRS) previamente desenvolvido por Ji et al. (2003) e Scott
et al. (2004) foram utilizados para caracterizar as popula¢gdes de cada localidade. Os
produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida a
12,5% a 20 V/cm durante 8 h em tampao Tris-glicina. Os géis foram tratados com brometo
de etidio (10 mg mL") e as bandas foram visualizadas sob luz UV, fotografadas e
escaneadas, usando um transiluminador (modelo L-Pix Ex, Loccus Biotecnologia®, Cotia,
SP, Brasil) acoplado a um computador pessoal. Os tamanhos dos fragmentos foram
estimados por comparacdo com um marcador de DNA de um “ladder” de 100 pb
(GeneRuler, Thermoscientific®, Sdo Paulo, SP, Brasil). As bandas produzidas foram
codificadas e dispostas em uma matriz que foi utilizada para construir um dendograma
para analise de agrupamento de similaridade de coeficientes utilizando o método UPGMA
(Sneath & Sokal 1973) com o software NTsys Pc-2.0. As distancias entre os pontos de

amostragem foram calculadas no site http://www.movable-type.co.uk/scripts/latlong.html.

ANALISES BIOLOGICAS

Os testes biologicos comparativos foram realizados no interior de camaras
climatizadas de crescimento tipo BOD (T=25+£1°C, 70+10% U.R. fotoperiodo=14:10).

Casais das diferentes populagbes (SP, DF e BA) foram mantidos em gaiolas
cilindricas de cloreto de polivinil (PVC) (d= 10 cm e 20 cm de altura), revestidas com
papel marrom (tipo kraft), que serviu como substrato para a oviposic¢ao, e recobertas com
tecido “voil” na parte superior. As gaiolas foram apoiadas sobre pratos cilindricos de
plastico (d=28 cm). A dieta para os adultos foi fornecida via capilaridade por meio de
porgdes de algodao hidrofilico embebido em solugdo aquosa de mel a 10% (Flores
Silvestres, Alvorada®, Botucatu, SP, Brasil), e agua, os quais foram acondicionados sobre
o tecido “voil”. Diariamente, o papel e o voil contendo os ovos foram removidos, sendo
obtidos 200 ovos de cada populagao. Por¢des do substrato com ovos foram cortadas e
colocadas em copos de plastico (5600 mL) contendo dieta artificial e colocadas em BOD
até a eclosao das larvas.
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Imediatamente apds a ecloséao, 100 larvas de cada populacao (SP, DF e BA) foram
colocadas individualmente em placas de Petri (J= 9,6 cm e 2,1 cm de altura) com
aproximadamente 1 cm?® de dieta artificial. A dieta foi reabastecida conforme necessario.
Todos os dias, as placas foram limpas, evitando possiveis contaminagoes.

Durante o desenvolvimento larval, as capsulas cefalicas foram removidas e
armazenadas em placas de Petri (d=3,5 cm e 1,0 cm de altura) para posterior medi¢cao
(Podoler & Klein 1978) e confirmacgao do instar.

A dieta foi removida quando as larvas cessaram a alimentacédo e apresentaram
diminuicao do tamanho (tipico da fase pré-pupal). Para proporcionar umidade e favorecer
a preparagao da camara pupal, adicionou-se 0,5 cm3de vermiculita expandida umedecida
com agua destilada em cada placa. Dois dias apds a metamorfose, os individuos foram
pesados usando uma balanga semi-analitica (AL-500, Marte Cientifica®, Sao Paulo, SP,
Brasil) e sexados comparando-se as cicatrizes dos ultimos segmentos abdominais das
pupas (Kirkpatrick, 1961). Como o sexo s6 pode ser identificado a partir das pupas, o
numero de identificacdo para cada individuo (placa) foi mantido em todos os estagios.
Isso permitiu comparagdes entre os sexos, inclusive na fase larval. A manutencgao diaria
das pupas restringiu-se a manter a umidade da vermiculita, aplicando-se algumas gotas

de agua até a emergéncia dos adultos.

PARAMETROS BIOLOGICOS

Foram realizadas diariamente observacdes dos individuos de cada populacao (SP,
DF e BA) para determinar a duracéo (dias) do periodo de incubagéo dos ovos, do periodo
larval (incluindo pré-pupas), pupas e total, bem como a sobrevivéncia larval total (%).
Também verificou-se o peso pupal, com o auxilio de uma balanga semi-analitica (AL-500,
Marte Cientifica®, Sdo Paulo, SP, Brasil). Para cada populagéo, foram avaliados 100
individuos e cada placa de Petri contendo uma larva e uma porcao da dieta foi

considerado uma repeticdo, seguindo um delineamento inteiramente casualizado.
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COMPOSICAO E PREPARAGAO DA DIETAARTIFICIAL

A dieta artificial (baseada em Greene et al. 1976) foi composta por 1.200 mL de
agua destilada, 75g de feijdo branco (Camil®, Itaqui, RS, Brasil), 60 g de germe-de-trigo
(Vida natural, Kodilar®, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil), 30 g de caseina pura (Synth®,
Diadema, SP, Brasil), 37,5 g de levedo de cerveja (Jasmine®, Curitiba, PR, Brasil), 30 g
de proteina de soja texturizada (Jasmine®, Curitiba, PR, Brasil), 3,6 g de acido ascorbico
(CeHsOs) (Synth®, Diadema, SP, Brasil), 114 mg de cloridrato de tetraciclina
(Medquimica®, Juiz de Fora, MG, Brasil), 3,4 mL de formaldeido 40% (CH20) (Chemco®,
Hortolandia, SP, Brasil), 3,6 g de metilparabeno (nipagin) (CsHsOz) (Synth®, Diadema, SP,
Brasil), 1,8 g de acido sorbico (CeHsOz2) (Dynamic Chemical Contemporanea®, Diadema,
SP, Brasil), 9 mL de solugéo de vitaminas (Vita Jr., Unido Quimica®, Sao Paulo, SP, Brasil)
e 23 g de agar-agar (Synth®, Diadema, SP, Brasil).

Os graos de feijao foram cozidos durante 40 minutos em uma panela de pressao
(4,5L) com 500 mL de agua, drenados e triturados num misturador (18.000 rpm) durante
10 minutos com 600 mL de agua destilada. Em seguida, o germe-de-trigo, a caseina, o
levedo de cerveja e a proteina de soja foram adicionados gradualmente até que uma
massa homogénea se formasse. Em um recipiente de ago inoxidavel, o agar-agar foi
dissolvido em 500 mL de agua destilada quente (aproximadamente ao ponto de ebuli¢do)
para obtencdo de uma consisténcia gelatinosa. A mistura de feijao acima foi transferida
para o recipiente contendo o agar-agar e misturada durante aproximadamente cinco
minutos.

Os ingredientes remanescentes (acido ascorbico, acido sorbico, nipagin,
formaldeido, cloridrato de tetraciclina e a solugéo de vitaminas) em conjunto com 100 mL
de agua destilada restante, foram misturados em um misturador durante
aproximadamente dois minutos (18.000 rpm) com a mistura de feijao acima arrefecida
previamente a 60°C. A seguir, quando a formulagao atingiu aproximadamente 40°C, foi
acondicionada em caixas plasticas tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), as quais foram
imediatamente colocadas sob luz U.V. em camara de fluxo laminar até se atingir uma

temperatura de aproximadamente 25°C. As caixas foram entao seladas, identificadas e
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refrigeradas (5°C) até serem utilizadas. Usando uma espatula de ago inoxidavel, a dieta
foi cortada em cubos de aproximadamente 1 cm?®antes de ser oferecida as larvas de H.

armigera.

ANALISE CENTESIMAL DA DIETAARTIFICIAL

A analise centesimal da dieta artificial foi realizada pelo Centro de Qualidade
Analitica (CQA®) em Campinas, SP. Foram realizadas analises fisicas e quimicas para
obter informagdes detalhadas sobre os principais macro e micronutrientes da dieta
artificial. Os métodos utilizados foram propostos pela AOAC (2010) e pela FDA (2010),
seguindo a Resolugdo RCD n° 360 (RCD 360/2003-Brasil).

ANALISES ESTATISTICAS

Os parametros bioldgicos obtidos para cada populagao foram analisados utilizando
o pacote estatistico Proc GLIMMIX (SAS Institute 2008). Quando o teste F foi significativo

(P<0,05), as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey.

Resultados

COMPARACAO DOS MARCADORES DE MICROSSATELITES

A variabilidade genética das trés populacdes, conforme determinado pela
amplificagéo de PCR usando loci de sete microssatélites (método do coeficiente de Dice)
e baseada na presenca ou auséncia de bandas de SSR, revelou coeficientes variando
entre 0,59 e 1. Alta similaridade foi encontrada entre os individuos de S&o Desidério, BA
e Botucatu, SP (Fig. 1). Este resultado ndo indicou diferencas genéticas entre as

populac6es geograficas de H. armigera coletadas em SP, DF e BA.
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COMPARACAO DOS PARAMETROS BIOLOGICOS

N&o houve diferenca (F = 12,63; gl = 2; P = 0,2934) no periodo de incubacao dos
ovos para as trés populacdes estudadas e a viabilidade de ovos variou de 62,00% (SP)
a 73,00% (BA) (Tabela 1). A populacédo de S&o Paulo apresentou o maior periodo larval
médio (14,2 dias) (F =7,33; gl =2; P = 0,0011), diferindo da popula¢éo do Distrito Federal
(13,8 dias). Em termos absoluto, a maior taxa de sobrevivéncia foi observada na
populacéo do Distrito Federal (83,00%).

Com relacéo ao periodo pré-pupal (Tabela 1), a populacdo da Bahia diferiu das
demais (F = 24,17; gl = 2; P = 0,0003), com o menor valor médio (2,0 dias). Esta
populacdo também apresentou a mais alta sobrevivéncia (100,00%). N&o houve
diferenca (F = 4,69; gl = 2; P = 0,1374) na fase pupal para as trés populacdes. As taxas
de sobrevivéncia pupal entre as popula¢des variaram de 89,04% (SP) a 100,00% (BA).
Considerando o periodo de desenvolvimento total (ovo a adulto), ndo houve diferenca
entre as populacdes (F = 2,87; gl = 2; P = 0,0523) e a duracdo meédia foi de
aproximadamente 31 dias. Observou-se maior sobrevivéncia total na populagéo da Bahia
(56,00%), seguida das populacdes do Distrito Federal (52,00%) e Sao Paulo (40,00%).

Considerando o sexo e o numero de individuos de cada populagédo (Tabela 2),
observou-se maior duracdo do desenvolvimento larval (F = 47,22; gl = 11; P = 0,0001)
para a populacdo de Séao Paulo (15,67 dias para os machos de sete instares e 15,6 dias
para as fémeas de sete instares) em comparagcdo com 0s outros grupos. Uma excec¢ao
foram as fémeas de sete instares da Bahia (14,83 dias). Com relacdo a fase pré-pupal,
observou-se maior tempo (F =5,17; gl = 11; P = 0,0001) para as fémeas (sexto e sétimo
instares) e machos (sete intares) de S&o Paulo, machos (seis e sete instares) do Distrito
Federal e machos (seis instares) da Bahia. Os machos (seis instares) provenientes da
Bahia mostraram a menor média (1,50 dias) de duracdo nessa fase.

Para o estagio pupal (Tabela 2), os machos (seis e sete instares) da populacao do
Distrito Federal apresentaram a maior duracdo média (13,5 e 13,3 dias,
respectivamente), diferindo (F = 14,26; gl = 11; P = 0,0001) das fémeas (seis e sete

instares) e machos (sete instares) de Sdo Paulo, das fémeas (seis instares) do Distrito
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Federal e das fémeas (sete instares) da Bahia. Com relacdo a duracdo total do estagio
imaturo, os machos (sete instares) de Sao Paulo apresentaram maior duracdo média (F
=9,66; gl =11; P =0,0001), diferindo das fémeas (seis instares) do Distrito Federal e das
fémeas (sete instares) da Bahia.

Considerando o sexo e o numero de instares de cada populacao (Tabela 3), as
fémeas (sete instares) de Sao Paulo apresentaram o maior peso meédio de pupas (337,0
mgq), diferindo (F = 12,94; gl = 3; P = 0,0001) das fémeas (seis e sete instares) e dos
machos (sete instares) do Distrito Federal e das fémeas (sete instares) da Bahia. Com
base nas médias gerais, as pupas da populacédo de Sao Paulo apresentaram maior peso
(324,0 mg), diferindo dos insetos provenientes do Distrito Federal (282,0 mg) e da Bahia
(296,0 mg).

As curvas de medicbes da capsula cefalicas ao longo dos instares (Fig. 2)
mostraram crescimento exponencial semelhante entre as populac¢des. Os valores medios
das capsulas cefalicas variaram de 1,93, 1,90 e 1,95 um durante o primeiro instar a 20,00,

19,80 e 20,20 ym no ultimo instar para individuos de SP, DF e BA, respectivamente.

ANALISE CENTESIMAL DA DIETA

A andlise centesimal da dieta artificial (Tabela 4) indicou diferentes quantidades
de componentes, especialmente macronutrientes. A presenca dos acucares adonitol,
arabinase, arabitol, celobiose, frutose, galactose, glicose, inositol, lactitol, maltitol,
maltose, maltotriose, manitol, manose, melezitose, melibiose, rafinose, sorbitol, trealose,
turanose, xilitol ou xilose néo foi detectada [AOAC/FQ-0093®™)]. Entre os macronutrientes
proeminentes destacaram os carboidratos (8,1 g/100g por amostra), seguido de proteinas
totais (5,3 g/100g por amostra) e gorduras totais (0,72 g/100 por amostra) (Tabela 4).

Andlises adicionais indicaram uma acidez livre de 5,61% [AOAC/FQ-0105 1] e

acidez volatil de 3,37 g/100g (4cido acético) [AOAC/FQ-0068 M)].
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Discussao

Ao contrario do relatado por Subramanian & Mohankumar (2006), os primers
amplificadores do loci HarSSR2 geraram bandas polimérficas nas diferentes populagées.
No entanto, os primers que amplificam os loci HarSSR4 e HarSSR4 produziram bandas
monomorficas para as populacfes de H. armigera no Brasil.

A analise de agrupamento da similaridade entre popula¢des de locais distantes
(Fig. 1) ndo indicou distribuicdo de gendtipos associados a um local especifico. Individuos
semelhantes estavam presentes em locais remotos, como Botucatu (SP) e S&o Desidério
(BA), que estdo separados por 1.178 km, ou mais préximo, como Planaltina (DF) e Sao
Desiderio (BA), separadas por 443 km. Embora as populacbes sejam compostas de
individuos coletados de diferentes plantas hospedeiras e em locais distantes, ndo foram
observadas diferencas entre os genoétipos, como também relatado por Subramanaian &
Mohankumar (2006). Essa similaridade pode ser atribuida a capacidade de disperséao
(Feng et al. 2004) e ao curto periodo de expansédo dos individuos na regido neotropical,
conforme relatado por Muruda et al. (2016) e Sosa-Gomez et al. (2016).

Embora as comparacdes moleculares tenham detectado pequenas variacdes nos
parametros biologicos de H. armigera das trés populacdes, os resultados sugerem
proximidade biologica entre os grupos. Esse resultado indica uma Unica origem no Brasil,
como ja discutido anteriormente na literatura (Leite et al. 2014, Mastrangelo et al. 2014,
Sosa-Gomez et al. 2016).

Independentemente da origem dos individuos de H. armigera no Brasil, foi
observado um periodo de incubacdo dos ovos de trés dias, semelhante ao periodo
assinaldado por outros autores, em que os insetos foram criados com dieta artificial,
hibridos de milho doce e folhas de aspargos (Jha et al. 2014), botdes de roseira (Patel et
al. 2011) e feijoeiro (Naseri et al. 2014).

A duracdo média do estagio larval (13,4 a 14,2 dias) das populacdes de H.
armigera no presente estudo € proxima daquelas relatadas por outros autores que
também avaliaram a biologia do inseto em dieta artificial (Amer e El Sayed, 2014).

Entretanto, periodos maiores foram verificados quando larvas de H. armigera foram
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alimentadas com milho doce (18,3 dias) e dieta artificial (19,5 dias) (Jha et al. 2012) e
feijao (19,8 dias) (Naseri et al. 2014). Estas variacbes estdo provavelmente relacionadas
com a diferenca no fornecimento de energia e/ou constituicdo da dieta oferecida as larvas
(Awmack e Leather 2002), bem como as condi¢cdes ambientais presentes (Zalucki et al.
2002).

Com relacdo ao periodo pré-pupal (2,0 a 2,9 dias) registrado para as trés
populacdes de H. armigera, a duragao foi semelhante a obtida em botbes de rosa (Patel
et al. 2011) e cultivares de feijao (Naseri et al. 2014) com 2,3 e 2,4 dias, respectivamente.
No entanto, a duracao foi mais longa do que a obtida em tomate (Singh e Singh 1975),
que variou de um a dois dias. Busato et al. (2005) ressaltam que individuos de uma
mesma espécie podem apresentar pequenas variagées de duracdo nas diferentes fases
do ciclo, mesmo recebendo a mesma fonte alimentar, o que pode explicar a menor
duracédo da populacédo da Bahia (2,0 dias) em comparacdo com as outras populacoes.

O periodo pupal de H. armigera foi estavel entre as trés populacbes, com
aproximadamente 12 dias de duragdo. Estes resultados s&o semelhantes aos
encontrados com o inseto em outros hospedeiros, como feijao (Naseri et al. 2014) e milho
(Arghand 2011), com médias de 12 a 13 dias. A similaridade da duracao da fase pupal
de individuos criados em dieta artificial e natural indica a adequacdo da primeira na
producao de individuos de H. armigera.

Considerando o periodo imaturo total para as trés populacdes, a duracao
(aproximadamente 31 dias) também foi semelhante em feijdo (Naseri et al. 2014), porém
inferior aquelas relatadas em soja, com 42,7 dias (Fathipour e Naseri 2011) e tomate,
com 45,3 dias (Hemati et al. 2012). Com base nessas informacfes, sugere-se que a
producdo de H. armigera a partir da dieta artificial utilizada neste estudo pode fornecer
individuos mais rapidamente em relacdo a algumas dietas naturais, enfatizando a
importancia desta técnica em estudos com essa espécie de lepidéptero.

A medicdo da capsula cefalica foi importante para a confirmacdo dos estadios
larvais dos individuos das trés popula¢des. Independentemente da populacéo, os valores
mostraram crescimento exponencial durante os instares, semelhante ao relatado por

outros autores que mediram capsulas cefalica de imaturos de H. armigera por até 10
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geracbes (Mohammadi et al. 2010). De acordo com Dyar (1890), a capsula cefalica de
uma larva cresce em progressao geométrica, aumentando em largura a cada mudanca,
em uma proporc¢ao constante para cada espécie. O mesmo autor afirma que esta regra
€ aplicada igualmente a muitos outros parametros do corpo de inseto, como peso
corporal, comprimento das larvas e diametro dos olhos. Assim, o estudo morfométrico de
diferentes partes do corpo do inseto realizado no presente trabalho é relevante para se
obter um indice preciso para distinguir diferentes estadios larvais da espécie estudada
(Mohammadi et al. 2010).

Observou-se que as larvas de H. armigera passaram por até sete instares,
independentemente da origem do inseto. Isto é semelhante ao relatado por Jha et al.
(2014), que confinaram o inseto em folhas de aspargos. No entanto, houve um
predominio de individuos com seis instares entre as trés populagfes, confirmando os
dados de Hardwick (1965), que descreveram variacfes de cinco a sete instares para as
espécies de Helicoverpa, sendo seis instares 0 nUmero mais comum. A prevaléncia de
seis instares em H. armigera também foi relatada em ensaios com feijdo guandu (Borah
e Dutta 2002), milho doce (Arghand 2011), dieta artificial (Jha et al. 2012), feijao branco
e grao-de-bico (Razmjou et al. 2014).

A ocorréncia de apenas cinco instares em H. armigera também foi documentada
na literatura (Lokar et al. 1993, Saour Causse, 1996, Fathipour e Naseri 2011,
Hosseininejad et al. 2015, Reigada et al. 2016,) e, segundo Esperk et al. (2007), a
temperatura, fotoperiodo e umidade, além da quantidade e qualidade do alimento
oferecido, sdo os principais responsaveis por tais variacdes. Razmjou et al. (2014)
sugerem que a variacdo no numero de estadios larvais pode estar relacionada a heranca
genética e ao sexo das larvas de H. armigera. Nossos resultados corraboram
parcialmente isso, porque a proporgdo de individuos com seis instares foi maior para as
fémeas do que para os machos, exceto para a populacdo da Bahia, para a qual outros
fatores podem ter sido importantes.

Diferencas quanto ao peso de pupas, periodos larval, pré-pupal e pupal entre
individuos machos e fémeas sdo comumente observadas em espécies de Noctuidae,

como por exemplo no género Spodoptera. Estudos com S. cosmioides (Walker)
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(Bavaresco et al. 2002) e S. frugiperda (J. E. Smith) (Nagoshi 2011) em dieta artificial
também indicaram diferencas de peso entre pupas macho e fémea. As diferencas entre
0s sexos no periodo larval e no peso pupal também foram documentadas para S. exigua
(HUbner), alimentadas em diferentes hospedeiros (Farahani et al. 2011).

Os valores médios de peso das pupas (aproximadamente 300 mg) obtidos neste
estudo sdo semelhantes aos descritos para os individuos de H. armigera alimentados
com milho (355,6 mg), gréao-de-bico (322,6 mg) e dieta artificial (305,9 mg) (Serate et al.
2012). No entanto, estes estudos anteriores ndo mencionam a diferenga entre o peso de
pupas macho e fémea. Stillwell et al. (2010) descreveram que as fémeas dos lepidopteros
sdo geralmente maiores do que os machos e que ha diferencas consideraveis no sexo
dentro das populacdes de uma mesma espécie. Diferencas quanto a origem também
foram observadas em nosso estudo, onde os individuos de Sao Paulo apresentaram
maior peso pupal do que as demais populacdes. Outra diferenca ligada ao sexo ja foi
observada em individuos de H. armigera, onde o maior peso pupal foi encontrado para
0s machos em comparagdo com as fémeas alimentadas em diferentes hospedeiros
(Chen et al. 2014, Reigada et al. 2016).

Estudos anteriores correlacionaram a qualidade nutricional de diferentes dietas
naturais e artificiais quanto aos padrdes de desenvolvimento de larvas de H. armigera.
Por exemplo, H. armigera alimentando-se de dietas ricas em proteinas e carboidratos
(feijdo guandu, gréo-de-bico, milho e sorgo) demonstrou maior peso larval comparado
com individuos alimentados com dieta artificial. As larvas alimentadas com tomate e
quiabo (dieta hipocalérica) apresentaram menor peso larval, enquanto que as larvas
alimentadas com dietas com baixissimo valor calérico (flores de rosa e caléndula)
apresentaram uma maior mortalidade (Serate et al. 2007).

No presente estudo, os ingredientes da dieta foram bem determinados e passaram
por andlises fisicas e quimicas para a obtengéo de informagfes detalhadas quanto aos
dos principais macro e micronutrientes. Isso torna possivel, em estudos futuros, a
comparacao com outras dietas artificiais e naturais. Os aspectos relativos a pureza, ao
tamanho das particulas e a presenca e quantidade de agregados séo relevantes. Por

exemplo, a maioria das formulacdes das dietas incluem a proteina de soja. No entanto, a
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proteina de soja pode ser encontrada em formas texturizadas, concentradas e isoladas,
com proporgdes de proteina total aproximadas de 50, 70 e 90%, respectivamente. Esta
variavel pode influénciar o desenvolvimento de insetos quanto a proteina bruta, que é a
principal fonte de nitrogénio.

Outras variacbes podem ocorrer também com as fontes de feijdo, caseina e
germe-de-trigo, entre outras. Outros elementos essenciais, como cinzas e
microelementos, devem ser também avaliados para cada inseto e permitem
comparagdes entre dietas naturais e artificiais. Além disso, os diferentes componentes
desempenham papéis importantes e diferentes na nutricdo do inseto. A presenca de
carboidratos, que inclui principalmente acucares redutores e fibras dietéticas é importante
para a dieta do insetos, especialmente aqueles compostos com ligacdes alfa-glicosidicas,
como a maltose, ja que sua oxidacdo fornece energia para a maioria dos processos vitais.
No entanto, os acucares redutores, como a lactose, que transporta ligacdes beta-
glicosidicas, dificultam a sua digestdo (Cohen 2004; Parra 2009).

Na dieta utilizada neste estudo, as fibras totais representaram 39, 5% dos
carboidratos totais. Alguns insetos, especialmente mastigadores, ndo se desenvolvem
adequadamente se a quantidade de fibra é baixa (menos de 50% dos carboidratos)
(Cohen 2004; Parra 2009). A fibra solavel torna-se um gel quando em contato com agua,
contribuindo para a textura e caracteristicas das dietas, e pode ser util para comparar e
avaliar a digestibilidade e a capacidade com relacdo a taxa do transito de alimentos no
intestino. As fibras insollveis possuem capacidade de retencdo de agua, sem formacéo
do gel. A maioria dos insetos néo digere essas fibras, contudo, devido a sua capacidade
de retencdo de agua, estas fibras sdo Uteis para promover a mobilidade intestinal e
absorver toxinas e bactérias nocivas. No caso das proteinas, 0s insetos requerem o
nitrogénio nas proteinas para o seu desenvolvimento. As proteinas sdo divididas em
aminoacidos e moléculas menores com a finalidade de construir os tecidos; as proteinas
tém funcdes bioldgicas associadas as atividades vitais, de acordo com sua estrutura
molecular (Cohen 2004, Parra 2009). Na dieta avaliada, a proporcao de proteina total
(5,3 g/100g por amostra) foi maior que a do nitrogénio total (0,85 g/100g por amostra),

garantindo a presenca da proteina para func¢des biologicas. Deve-se notar que muitos
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dos ingredientes (proteina de soja, feijao, caseina, germe-de-trigo) apresentam o tipo de
proteinas que foram quantificadas em conjunto na andlise. A andlise lipidica da dieta se
concentrou principalmente na determinacdo de gorduras totais e acidos graxos livres,
sendo os ultimos importantes para os insetos porque sdo moléculas pequenas, facilmente
metabolizadas. Além disso, para os insetos a importancia dos lipidios deve-se a sua
influéncia sobre a estabilidade da dieta, sendo que, podem facilmente oxidar e produzir
substancias toxicas indesejaveis. A este respeito, a quantidade presente de gorduras
insaturadas na dieta (Tabela 4) é indesejavel (Cohen 2004; Parra 2009) e deve ser
considerada.

Neste estudo, as larvas de H. armigera se adaptaram bem a dieta, permitindo
comparar o desempenho bioldgico das populacdes de Sdo Paulo, Distrito Federal e Bahia
coletada em diferentes hospedeiros. Esta informacéo permite a padronizagao da criacao
de insetos, independentemente da origem de coleta. As pequenas variagdes observadas
para alguns parametros bioldgicos podem ser comuns e confirmam os resultados obtidos
com outros lepidopteros. Nossas analises moleculares corroboram resultados ja
publicados (Leite et al. 2014, Mastrangelo et al. 2014, Sosa-Gomez et al. 2016), que
indicam que as trés populagdes de H. armigera também s&o provenientes de uma Unica

populacao.
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Tabela 1. Duracdo média (tEP) (dias) e sobrevivéncia (%) de estadios imaturos de trés populagdes de Helicoverpa armigera

alimentadas com dieta artificial em condi¢des controladas (25+2°C, 70£10% U.R. e fotofase 14h).

SP DF BA

Fase N Duracao Sobrevivéncia N Duracédo Sobrevivéncia N Duracéo Sobrevivéncia P

inicial/ (dias)2 (%) inicial/ (dias)2 (%) inicial/ (dias)2 (%)

Final final Final
Ovo 200/124 2,9+0,41a 62,00 200/140 2,8+0,52a 70,00 200/146 2,9+0,24a 73,00 P=0,2934
Larva 100/74  14,2+1,68a 74,00 100/83  13,4+0,98b 83,00 100/77  13,9+0,56ab 77,00 P=0,0011
Prépupa 74/73 2,940,99a 98,65 83/80 2,5¢1,04a 96,39 777 2,0£0,92b 100,00 P=0,0003
Pupa 73/68 11,9+1,36a 89,04 80/75 12,3+1,23a 93,75 777 12,5¢1,11a 100,00 P=0,1374
Total 100/40  31,9+4,52a 40,00 100/52  31,2+3,45a 52,00 100/56  31,2+3,23a 56,00 P=0,0523

aMédias seguidas pela mesma letra em cada linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Duracdo média (tEP) da fase imatura de trés popula¢bes de Helicoverpa
armigera, com discriminacdo sexual, desenvolvendo-se durante seis e sete instares em
dieta artificial sob condi¢des controladas (25+2°C, 70£10% U. R. e fotofase de 14h).

Larva Pré-pupa Pupa Total imaturo
Sexo Instares N
(dias)? (dias)? (dias)? (dias)?
Séo Paulo
6 21 139+1,17a 2,9 +0,66b 11,4+ 1,12ab 31,0 £ 1,56ab
Fémea
7 9 15,6 +1,01b 3,0+0,87b 10,8 +1,20a 32,3+1,12bc
6 22 13,4 +1,14a 2,7+0,71ab 12,8 £ 0,96bcdef 31,9 £1,21abc
Macho
7 9 15,7 + 2,00b 3,2+0,83b 11,8 £ 1,99abcd 33,6 +£1,12¢c
Distrito Federal
6 27 13,3+ 0,67a 2,0 £ 0,86ab 11,6 £ 1,02abc 29,8 £ 0,27a
Fémea
7 8 13,5+ 1,80a 2,6 £ 1,06ab 11,9 £2,25abcde 30,9 £ 0,35ab
6 20 13,4 +0,80a 2,8 +1,06b 13,5 £ 1,26f 32,5+ 0,32bc
Macho
7 11 13,7 +1,35a 2,9+0,95b 13,3 £ 2,12¢f 32,8 +£1,21bc
Bahia
6 31 13,8 +0,63a 2,1+1,0lab 12,0+0,93abcdef 30,8 £ 1,73ab
Fémea
7 6 14,8 + 2,56ab 2,7+ 1,76ab 11,5+ 1,64ab 32,0 £ 3,29abc
6 26 13,6 + 0,57a 1,5+0,70a 13,2 + 0,89cdef 31,2 +1,44ab
Macho
7 4 14,0 £+ 0,81a 2,8 £ 0,50ab 13,0 £ 0,81bcdef 32,7 £ 0,96bc
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

aMédias seguidas pela mesma letra em cada coluna n&o diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.
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Tabela 3. Média (xEP) do peso (mg) de pupas de trés populacdes de Helicoverpa

armigera, com separacao por sexo, criadas em dieta artificial de acordo com o nimero
de instares (seis ou sete), (25+2°C, 70+10% U.R. e fotofase del4 h).

SP DF BA
Sexo Instar
Peso (mg) Peso (mg) Peso (mg)
6 332,0 £ 34,00bc 275,0 £28,00 a 299,0 * 36,00abc
Fémea
7 337,0 + 23,00c 285,0 + 32,00ab 286,0 £ 68,00ab
6 319,0 + 36,00abc  285,0+ 43,00ab 293,0 + 36,00abc
Macho
7 307,0 £45,00abc  293,0 £ 28,00abc 302,0 £ 30,00abc
Médias 324,0 + 36,00b 282,0 + 33,00a 296,0 + 39,00a
P <0,0001

aMédias seguidas pela mesma letra em cada coluna e linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Analise centesimal da composicéo da dieta artificial oferecida as larvas de trés
populacdes de Helicoverpa armigera sob condi¢cdes controladas (25+2°C, 70+10% U.R.
e fotofase de 14h).

Constituinte Valor Unid
Carboidratos @ 8,1 g/100 g
Acucares @ 0,824 g/100 g
Acucares redutores @ 3,04 g/100 g
Lactose @ 0,003042 g/100 g
Fibra dietética insoltuvel @ 15 g/100 g
Fibra dietética soltvel ® 0,1 g/100g
Fibra dietética total @ 1,6 g/100g
Gorduras insaturadas @ 0,7 g/100 g
Gorduras saturadas @ 0,02 g/100g
Gorduras trans @ 0,47 g/100 g
Acidos graxos livres @ 5,61 g/100 g
Acidos graxos linoléicos @ **<LQ g/100 g
Lipidios @ 0,72 g/100 g
Nitrogénio total @ 0,85 g/100g
Proteina total @ 53 g/100 g
Cinzas a 550°C @) 0,7 g/100 g
Ferro ® 0,00161 g/100 g
Fosforo @ 0,14503 g/100 g
Magnésio @ 0,0361 g/100 g
Manganés @ 0,00995 g/100 g
Potassio @ 0,1925 g/100 g
Sédio @ 0,0132 g/100 g
Zinco @ 0,00105 g/100 g
Valor energético @ 0,6 kcall/g
Valor energético ® 2,5 kJd/g

** <L.Q: Less than the limit of quantification @ AOAC - A.O.A.C. INTERNATIONAL, Official Methods of Analysis, 18th
edition, Maryland / USA; Current Through - Revision 3, 2010-® FDA - FDA - Food And Drug Administration. Elemental
Analysis Manual. United States of America. Section 4.4 Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometric
Determination of Elements in Food Using Microwave Assisted Digestion, August 2010 ) RDC360 / 2003 - BRAZIL.
RCD Resolution No. 360 of 23 December 2003. Approves Technical Regulation on Nutritional Labeling of Packaged
Food, nutrition labeling becoming mandatory, the National Health Surveillance Agency. Official Gazette, Brasiiia,
December 26, 2003.
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Fig. 1. Dendrograma de similaridade obtido utilizando o coeficiente Dice e agrupado pelo método
UPGMA de trés populacdes de Helicoverpa armigera, Bahia (BA), S&o Paulo (SP), Distrito
Federal (DF).
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CAPITULO II - Potencial biotico e tabela de vida de Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) de trés regides brasileiras

Revista: Neotropical Entomology

Resumo: Este estudo objetivou avaliar o potencial bidtico e tabela de vida de
individuos de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) de diferentes
plantas hospedeiras (citros, milho e algodao) e estados brasileiros (Sao Paulo, Distrito
Federal e Bahia), em dieta artificial sob condi¢cdes controladas (25+2°C, 70+10% U.R.,
fotofase de 14h). Foram avaliados os periodos de longevidade, pré, pds e oviposicao,
fecundidade e fertilidade de 15 casais por origem. Foram comparados também os
parametros reprodutivos de cada grupo de insetos, incluindo a taxa reprodutiva liquida
(Ro), o tempo médio de geracédo (T), a taxa intrinseca de crescimento (rm) e a taxa
finita de aumento (A). As analises por microssatélites dos individuos coletados em
diferentes locais e plantas hospedeiras ndo mostrou diferencas entre os insetos
parentais. Verificou-se que a progénie coletada em campos de algoddao da Bahia
apresentou maior potencial biético, maior taxa reprodutiva (Ro) e melhor fecundidade
em relacdo aos insetos das regifes remanescentes. Os graficos da tabela de vida
indicam que os maiores valores para 0s parametros reprodutivos da progénie da
Bahia, estdo associados a maior fertilidade especifica, particularmente no inicio da
idade adulta. O maior potencial biético da progénie da Bahia pode ser devido ao
aumento da pressao de selecdo pelos inseticidas utilizados (organofosforados e
piretréides) nas culturas de algodao, em comparacdao com a de outras culturas, bem
como devido a adogdo massiva de areas produtoras de algoddo Bt desse estado a

partir dos surtos em 2013.

Palavras-chave: Fecundidade, longevidade, prole, dinamica populacional,

Helicoverpa armigera
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Abstract-This study aimed to evaluate the biotic potential and life table of individuals
of Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) from different host plants
(citrus, corn and cotton) and Brazilian States (Sao Paulo, Distrito Federal and Bahia)
in artificial diet, under laboratory conditions (25+1°C, 70+10% RH, 14 h photophase).
The longevity, pre-, post- and oviposition periods, fecundity and fertility of 15 mating
pairs were evaluated. We also compared the reproductive parameters of each group
of insects (SP, DF and BA), including the net reproductive rate (Ro), mean generation
time (T), intrinsic rate of increase (rm) and finite rate of increase (A). Microsatellite
analysis from individuals collected in different locations and host plants did not show
differences among the parental insects. It was verified that parental progeny collected
in cotton fields from Bahia had a higher biotic potential, a higher reproductive rate (R0)
and better fecundity compared to the insects from remaining regions. The life table
charts indicate that the highest values for the reproductive parameters of the Bahia
progeny are associated with higher specific fertility, particularly in early adulthood. The
greatest biotic potential of the Bahia progeny may be due to increased selection
pressure from the insecticide used (organophosphate and pyrethroid) on cotton crops
compared to that of other crops, as well due to the massive adoption of Bt cotton
producing areas of that state from 2013 outbreaks.

Keywords: Fecundity, longevity, offspring, population dynamics, old world bollworm
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Introducéo

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada uma severa
praga agricola (Fathipour & Sedaratian 2013) com ampla distribuicdo geografica e
grande significancia em todos os continentes (Zalucki & Furlong 2005). Dados da
literatura relatam a incidéncia de H. armigera em grande parte da Asia (Karim 2000),
Africa (EPPO 2014), América (Czepack et al 2013, Specht et al 2013, MurGa et al
2014, Kriticos et al 2015), Europa (EFSA, EPPO 2014) e Oceania (Zalucki et al 1986).

O inseto € polifago com capacidade de infestar mais de 100 espécies de plantas
cultivadas em todo o mundo, incluindo culturas de importancia econémica como
algodao, milho, soja, tomate, feijdo e tabaco (Matthews 1991, Zalucki et al 1994,
Talekar et al 2006). Além da polifagia, H. armigera tem grande mobilidade e diapausa
facultativa (Karim 2000, Zalucki & Furlong 2005, Naseri et al 2009, Fathipour & Naseri
2011). Em termos de fertilidade, as fémeas podem depositar mais de 4.000 ovos
durante todo seu ciclo, dependendo do hospedeiro e das condicdes ambientais
presentes (Hardwik 1965).

H. armigera possui grande capacidade de dispersdo, os adultos podem
percorrer distancias de até 1000 km em vbéos noturnos (Pedgley 1985). A
disponibilidade das plantas hospedeiras em diferentes regides exercem uma forte
influéncia na dindmica populacional da praga (Kriticos et al 2015). Além disso, o0 inseto
apresenta resisténcia a severos inseticidas organofosforados e piretréides
comumente usados nas culturas (Armes et al 1996). Assim, Singh & Parihar (1988)
observaram que a disponibilidade, a qualidade e a quantidade dos alimentos
consumidos durante o estadio imaturo, tém efeito sobre o desenvolvimento, a
disperséo e a reproducéo na idade adulta. Similarmente em Lepidoptera, a qualidade
da dieta oferecida aos pais, podera afetar diretamente o desempenho das futuras
geracdes para a maioria das espécies (Woestmann & Saastamoinen 2016).

Desde que a presenca de H. armigera foi registrada oficialmente no Brasil em
2013 (Embrapa 2013), foram notificados surtos nas culturas do algodéo, citros, milho,
soja e tomate em diferentes regides do Brasil (Czepak et al 2013, Specht et al 2013,
Bueno et al 2014, Pratissoli et al 2015, Sosa-Gomez et al 2016). A partir desses
relatos, procurou-se coletar informagdes para subsidiar o manejo de H. armigera em

diversas culturas, incentivando os pesquisadores aos primeiros estudos de avaliagéo
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dos parametros biologicos do inseto no Brasil (Suzana et al 2016, Reigada et al 2016).
Apesar da importancia da construcdo de tabelas de vida para a compreensdo da
dindmica populacional de uma espécie, incluindo as implicacdes diretas para 0 manejo
da mesma (Silveira Neto et al 1976), pouca atencéo foi dada para a construcdo de
tabelas de vida para avaliar o potencial biético de H. armigera de diferentes regides e
hospedeiros no Brasil.

Considerando a importancia desta espécie para o Brasil (Kriticos et al 2015), a
amplitude de sua distribuicdo na América (Sosa-Gomez et al 2016, Murua et al 2016),
a diversidade de plantas hospedeiras (Oliveira et al 2014, Kriticos et al 2015) e uma
descricdo da ocorréncia de diferentes haplétipos (Tay et al 2013, Leite et al 2014,
Mastrangelo et al 2014), o presente estudo trata-se de um complemento de uma
pesquisa anterior sobre os estagios imaturos de trés populacfes de H. armigera
(capitulo 1).

Neste trabalho foram avaliados os parametros biolégicos de desenvolvimento
de progénies de H. armigera com énfase especial em seu potencial biético e em sua
tabela de vida de fertilidade, sob condi¢ées controladas. O conhecimento sobre as
diferengas de potencial bidtico entre insetos de diferentes regifes pode subsidiar a
implementacéo de estratégias de manejo dessa praga no Brasil, considerando-se as

diferentes fronteiras e sucessfes de culturas agricolas envolvidas.

Material e Métodos

Populacdes de Helicoverpa armigera

Os individuos de H. armigera utilizados neste estudo foram obtidos por coletas em
citros no municipio de Botucatu (SP) (22°53'09"S; 48°26'42"W), milho em Planaltina
(DF) (16°04'34,9"S, 47°37'14,8"W), e algodao em S&o Desidério (BA) (12°39'46,1"S,
45°30'33,7"W). Os trés grupos de insetos (SP, DF e BA) foram mantidos
individualmente em sala climatizada.

A identificacdo em nivel de espécie foi realizada no Laboratério de Entomologia
da Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, comparando a morfologia da genitélia

masculina dos insetos (Pogue 2004).
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Caracterizacdo molecular das popula¢cdes de Helicoverpa armigera

A caracterizacdo molecular dos insetos de cada local foi realizada usando dados de
microssatélites (locus: HaC14, HaB60, HaC87, HarSSR1, HarSSR2, HarSSRS3,
HarSSR4 e HarSSR5) (Ji et al 2003, Scott et al 2004). As analises foram realizadas
no Laboratério de Entomologia da Embrapa Soja, Londrina, PR, no qual foi extraido o
DNA dos individuos de cada grupo (machos e fémeas), utilizando o protocolo proposto
por Roger & Bendich (1988).

Os produtos de amplificagcdo foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12,5% a 20 V / cm durante 8h em tampao Tris-glicina. Os géis foram
tratados com brometo de etidio (10 mg.mL™) e as bandas foram visualizadas sob luz
UV e fotografadas. Posteriormente, os géis foram escaneados utilizando um
transiluminador (L-Pix Ex, Locus Biotecnologia®, Brasil). Os tamanhos dos fragmentos
foram estimados por comparagao com um marcador de DNA de 100 pb (GeneRuler,
Thermoscientific®, Brasil). As bandas produzidas foram codificadas e dispostas em
uma matriz que foi utilizada para construir um dendograma baseado na analise de
agrupamento de similaridade de coeficientes utilizando o método UPGMA (Sneath &
Sokal 1973) com o software PC-NTSYS 2.0. As distancias entre os pontos de
amostragem foram calculadas usando o seguinte site: http://www.movable-

type.co.uk/scripts/latlong.html (capitulo 1).

Criacdo de Helicoverpa armigera

Espécimes de H. armigera foram mantidos em sala climatizada (25+2°C, 70+10%
U.R., fotofase de 14h) no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos e Plantas
Inseticidas (LARESPI), do Departamento de Protecdo Vegetal da FCA-UNESP,
Botucatu, SP, Brasil.

Os ovos foram obtidos a partir do acasalamento dos insetos (pais) das
diferentes origens (SP, DF e BA), os quais foram confinados em gaiolas cilindricas de
PVC (2= 10 cm e 20 cm de altura). Essas gaiolas foram revestidas com papel marrom
(tipo kraft), que serviu como substrato para a oviposi¢ao, sendo que a parte superior

das gaiolas foram cobertas com tecido “voil’. As gaiolas foram apoiadas em pratos
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cilindricos de plastico (=28 cm). Diariamente, o papel e o “voil” contendo 0s ovos
foram removidos, e por¢des desse substrato com os ovos foram cortadas e colocadas
em copos de plastico (500 mL) com dieta artificial (Greene et al 1976, adaptada) e
acondicionados em BOD (25+1°C, 70+10% U.R., fotofase de 14h) até a eclosdo das
larvas.

A dieta dos adultos foi administrada via capilaridade, através de algodao
hidrofilico embebido em solugdo aquosa de mel a 10% (Flores Silvestres, Alvorada®,
Brasil) e 4gua, colocados sobre o tecido “voil”.

Imediatamente, apds a ecloséo, as larvas de cada origem de coleta (SP, DF
e BA) foram colocadas individualmente em placas de Petri (3= 9,6 cm e 2,1 cm de
altura) com aproximadamente 5 g de dieta artificial. A dieta foi reabastecida conforme
necessario. Diariamente, as placas foram limpas para remover 0s excrementos e as
sobras de dieta, evitando assim possivel contaminagdes.

A dieta foi removida quando as larvas cessaram sua alimentacéo e diminuiram
de tamanho (caracteristica tipica da fase pré-pupal). Para proporcionar umidade e
favorecer a preparacdo da camara pupal, foram adicionados a cada placa 0,5 cm?® de
vermiculita expandida umedecida com agua. Apds a pupacdo, os individuos foram
sexados, comparando-se as marcacdes dos ultimos segmentos abdominais das
pupas (Kirkpatrick 1961). A manutencao diaria das pupas exigia apenas manter a

vermiculita imida aplicando algumas gotas de agua até a emergéncia dos adultos.

Bioensaio

Os adultos foram mantidos em pares (n=15 por origem) dentro de recipientes
cilindricos de plastico (=10 cm e 15 cm de altura) com tiras de papel compridas para
estimular & oviposicéo. Para evitar o efeito da idade do adulto na sua capacidade de
copular (Rogers & Marti Jr. 1994), os pares para acasalamento foram formados por
adultos que emergiram na mesma data.

As partes superiores dos recipientes foram seladas com pelicula de plastico e
os fundos foram fechados com placas de Petri (@=10,5 cm) revestidas com papel filtro.
A dieta dos adultos foi composta de mel (10 g), acido sérbico (1 g), metilparabeno (1

g), sacarose (60 g) e agua destilada (1000 mL) (Hoffmann-Campo et al 1985). Todos



55

os componentes foram dissolvidos em agua destilada, e a solugdo resultante, foi
mantida refrigerada (7°C) até a sua utilizacdo. Adicionalmente, foi fornecida agua
destilada em cada placa de Petri com auxilio de porcdes de algodao. Os recipientes
foram avaliados diariamente para registar a sobrevivéncia dos adultos e para remover
e contar o numero de ovos.

A fecundidade (numero de ovos por fémea), a fertilidade (nUmero de larvas
eclodidas por fémea), a longevidade e duracédo dos periodos de pré-oviposi¢ao, pos-
oviposicao e oviposicao também foram avaliados. Para estimar a fertilidade, avaliou-
se a viabilidade de 5.480 (SP), 4.798 (DF) e 6.589 (BA) ovos de sete casais de cada
origem, incluindo o inicio e o fim do periodo de oviposi¢cédo. Os ovos foram colocados
em placas de Petri revestidas com papel filtro umedecido com agua até a ecloséo das
larvas.

Cada recipiente contendo um casal de H. armigera foi considerado uma
repeticdo, para um total de 15 casais por origem, em um delineamento inteiramente
casualizado.

ApoOs o estabelecimento dos parametros biologicos, o potencial biético (PB) foi
calculado considerando a resisténcia do ambiente a ser nula, utilizando a seguinte
equacdao descrita por Silveira Neto et al (1976): BP=(sr*d) "-er. Onde, a razao do sexo
(sr) é o numero de fémeas dividido pelo nimero de fémeas mais o nUmero de machos;
os individuos viaveis por fémea (d), consiste no nimero de ovos por fémea (ou
fecundidade) multiplicado pela sobrevivéncia total; o nUmero (n) de geracées por ano,
ou 365 dias dividido pelo tempo de vida total; e a resisténcia ambiental (er), neste caso
considerada nula.

O potencial biético e a tabela de vida de fecundidade foram desenvolvidos
utilizando dados dos estadios imaturos das mesmas populacbes de H. armigera
criadas de acordo com a metodologia do capitulo 1. Os dados sédo apresentados
graficamente, representando a probabilidade dos valores de sobrevivéncia no ponto
médio de cada intervalo de tempo (taxa de sobrevivéncia-Ix) e o niamero total de ovos
por fémea por semana que se tornaram fémeas (fertilidade especifica-mx).

Utilizando a tabela de vida, foram calculados os valores dos diferentes
parametros reprodutivos dos grupos de H. armigera. A taxa reprodutiva liquida (Ro),

dada pela relacdo entre o numero de fémeas em duas geracdes sucessivas; o0 tempo
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médio de geracdo (T), que € composto pelo nimero médio de dias desde o
nascimento dos pais até o nascimento da prole; a taxa intrinseca diaria de aumento
(rm); e a taxa diaria finita de aumento (1), seguindo as formulas contidas em Silveira
Neto et al (1976).

Analises estatisticas

Todos os parametros biolégicos foram analisados utilizando estatistica descritiva com
a progénie utilizada como um fator para as comparacbes de pré-oviposicao,
oviposicao, pos-oviposi¢cdo, longevidade e fecundidade. O sexo foi adicionado como
um fator para as comparacdes de longevidade por género. As analises foram
realizadas utilizando ANOVA, e as médias foram separadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, utilizando o software estatistico SAS (Statistical Analysis System,
Versao 9.2). A tabela de vida foi preparada como descrito pelas equacdes de Silveira
Neto et al (1976).

Resultados e Discussao

Os alelos de microssatélites foram amplificados para as trés populacdes geogréficas
de H. armigera (Fig 1). A analise destes loci utilizando o método de agrupamento néo
revelou diferencas entre as populacfes. Estes resultados sdo semelhantes aos
descritos por Scott et al (2005a, b), que ndo encontraram diferencas genéticas do
inseto em diferentes regides. A falta de diferenciacdo entre as popula¢gdes pode ser
devido a recente expansao dessa praga na América do Sul, conforme relatado por
Sosa-Gémez et al (2016) e Murla et al (2016), ou por varias incursdes por uma
populacéo diversa (Anderson et al 2016).

N&o houve diferenca significativa na longevidade da progénie considerando 0s
locais, sexo e sua interacdo (Tabela 1). Ndo houve diferenca nos parametros de
fertilidade, pré, pos e oviposicdo (Tabela 1). Embora os grupos de insetos sejam
compostos de individuos coletados de diferentes plantas hospedeiras e em diferentes
locais, nas avaliagdes de desempenho de imaturos, foram encontradas duracfes

meédias semelhantes (31,9, 31,2 e 31,2 dias) nos insetos cujos pais vieram de Sao
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Paulo, Distrito Federal e Bahia, respectivamente (capitulo 1). Esses valores estédo
préximos aos verificados em populagcdes no Brasil (Barbosa et al 2016, Reigada et al
2016) e em outros paises (Abbasi et al 2007, Fathipour & Naseri 2011, Jha et al 2012,
Hemanti et al 2012, Jha et al 2014, Naseri et al 2014) com dietas naturais e artificiais.

Com base na viabilidade dos ovos de cada progénie (SP=61,90%, DF=69,86%
e BA=72,65%) (capitulo 1), as médias de fertilidade especifica foram de 592,01;
766,83 e 914,76 larvas por fémea de H. armigera de SP, DF e BA, respectivamente
(Fig 2). A taxa maxima de crescimento populacional, representada pela intersecéo das
linhagens especificas de sobrevivéncia e fecundidade nas progénies SP e DF, ocorreu
entre os dias 37 e 39, no meio da 52 semana de vida. Entretanto, na populacdo BA, o
maximo ocorreu mais cedo, entre os dias 35 e 36, no inicio da 5% semana de vida (Fig
2). O maior valor para Ro (Tabela 2) no grupo BA foi devido a maior fertilidade média
(Tabela 1) associada ao maior nimero médio de fecundidade no segundo dia de
oviposigéao (Fig 2 C) comparado com outras populagdes (Fig 2 A B). Esse aumento na
producdo de ovos no inicio do periodo de oviposicdo também foi responsavel pela
diminuicdo do tempo médio de geracéo (T) (Tabela 2). O aumento da producao de
ovos no inicio do periodo de oviposicdo € geralmente associado com maior
compatibilidade reprodutiva, ou a capacidade de copular imediatamente apés a
formacao dos casais (Montezano et al 2013, 2014, 2015).

Hemati et al (2012) observaram que as respostas comportamentais de H.
armigera podem ser melhor compreendidas a partir de estudos que examinam sua
correlagado com os indices nutricionais dos hospedeiros. Peculiaridades do hospedeiro
podem explicar a diferenca no periodo médio de oviposicdo e a fecundidade da
progénie de pais de SP e DF em relacdo aos insetos BA. Situacdes dietéticas
deficientes experimentadas pelos pais durante o seu desenvolvimento larval,
geralmente levam a menor fecundidade na fase adulta (Myers et al 2011). Em
pesquisa desenvolvida por Hemati et al (2012), os autores também sugerem que o
desenvolvimento reduzido e/ou taxa de reproducdo reduzida dos insetos esta
diretamente relacionada a presenca de produtos quimicos secundarios ou a falta de
nutrientes basicos em alguns dos hospedeiros.

O potencial bidtico calculado a partir da equagdo BP= (sr*d) " - er resultou em

guase sextilhdes de descendentes no grupo SP, quase cem vezes o0 numero de
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descendentes DF e mil vezes o niUmero no grupo BA (Tabela 2). Os valores da taxa
bruta de reproducéo (Ro), da taxa intrinseca diaria de aumento (rm) e da taxa diaria
de aumento finito (1), foram menores no grupo SP, intermediario no grupo DF e
superior no grupo BA. No entanto, a dura¢cdo média do ciclo de vida (T) foi inferior no
grupo da BA e superior no grupo de SP (Tabela 2). Em geral, as progénies de pais
com alta qualidade alimentar mostram normalmente um devenvolvimento mais rapido
em comparacao com os demais (Rotem et al 2003).

Os insetos (pais) BA foram coletados em uma regido produtora de algodé&o (Sao
Desidério), e esta cultura é considerada o principal hospedeiro de H. armigera (Jallow
& Zalucki 2003, Zalucki et al 2012). Os individuos (pais) SP e DF foram coletados em
citros e milho, respectivamente. Estas duas culturas, que provavelmente serviram de
hospedeiro inicial do inseto, podem ndo oferecer a nutricdo ideal necessaria para
produzir uma alta taxa de reproducéo e fertilidade na idade adulta (Cohen 2004, Parra
et al 2009). A quantidade e a qualidade dos alimentos consumidos e a eficiéncia com
gue sdo utilizados determinam as condi¢cdes nutricionais para o crescimento e
proliferacdo de insetos (Ruan & Wu 2001, Barton & Raubenheimer 2003).

Independente do valor da mesma dieta oferecida para os trés grupos de
insetos, 0s pais BA originaram mais insetos em comparagdo com 0S outros com menor
periodo entre geracfes (capitulo 1) e maior fecundidade (Tabela 1), sugerindo a
necessidade de um maior monitoramento. Varios estudos mostraram que a qualidade
da dieta dos pais ndo sé afeta a prole, mas também pode comprometer as geracdes
futuras (Pembrey et al 2006), reduzindo a imunidade (Triggs & Knell 2012) e a
resisténcia ao parasitismo (Sternberg et al 2015).

No inicio de 2013, houve relatos particularmente perturbadores de infestacbes
de H. armigera por produtores de algoddo na Bahia, onde a produtividade foi
severamente afetada (Specht et al 2013, Mastrangelo et al 2014). Diante dessa
situagcao descontrolada, a maioria dos produtores do oeste da Bahia aumentou em
15% o numero de aplicacdes de inseticidas para suas lavouras de algodao,
aumentando o custo de US $ 400 a US $ 800 por hectare (Embrapa 2013, Mastrangelo
et al 2014). Uma crise similar foi relatada no norte da China, onde os surtos de H.
armigera causaram perdas em culturas de algoddo estimadas em US $ 1 bilhdo
(Sheng 1993).
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Na presente pesquisa, verificou-se que a progénie de H. armigera proveniente
de algodao, requer menos tempo para completar seu ciclo, permitindo um maior
namero de geracdes por ano quando o0s insetos ocorrem nessa cultura (Tabelas 1 e
2). Assim, é possivel que os produtores de algodéo Bt e ndo Bt sejam mais propensos
a usar inseticidas sintéticos em determinadas areas. Tal fato predispde as populacdes
a uma maior pressdo de selecdo, a partir da qual, estas ganham vantagens
adaptativas (ciclo mais curto, maior fecundidade) sob outras populacdes em resposta
ao uso inadequado de inseticida (Armes et al 1996, Chakroun et al 2016), semelhante
ao observado com outras pragas em milho (Tabashnik et al 2013, Gassmann et al
2014). Com base na literatura, H. armigera geralmente apresenta vantagens
competitivas em relagdo aos seus homadlogos (Barbosa et al 2016).

Considerando o potencial de dispersdo dos insetos e a vasta fronteira agricola
no Brasil, o conhecimento sobre a dindmica populacional das espécies e o papel dos
hospedeiros sobre o nimero de geragfes que sao produzidas ao longo do ano, sao
essenciais para estimar o potencial de danos causados pelas pragas nos diferentes
sistemas de producao. Essas respostas podem fornecer informacdes adicionais que
poderam ser utilizadas para planejar e implementar estratégias para o manejo

integrado dessa praga no Brasil.
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Tabela 1
Médias (£EP) para os periodos de longevidade, pré e pos-oviposicao, oviposicao e fecundidade de 15 casais de Helicoverpa armigera,

sob condi¢bes controladas (25+1°C, 70+10% U.R., 14h de fotofase).

Sp? DF? BA®
Sexo  Parametros biologicos Média Alcance Média Alcance Média Alcance Significancia®
Ambos  Longevidade (dias) 11,77 £5,82 4-23 13,58 + 2,93 8-19 14,83 £ 4,64 6-23 0,463
Fémea Longevidade (dias) 11,87 £ 5,46 4-23 13,00 £ 2,17 9-16 14,133 10-23 0,336
Pré-oviposigéo (dias) 2,87 +£0,32 1-4 3,08+1,78 1-7 2,73+1,53 1-7 0,819
Pés-oviposicéo (dias) 0,73 +1,03 0-3 0,67 £0,99 0-3 1,00 +£0,93 0-3 0,372
Oviposigao (dias) 8,27 £4,70 2-18 9,25+2,09 6-13 10,40 + 4,63 3-21 0,638

Fecundidade (ovos) 956,40+632,81 85-2175 1097,67 £ 531,66 203 —1986,04 1259,13 £ 818,38 215-2959,11 0,483
Significancia® 0,927 0,436 0,482

Macho  Longevidade (dias) 11,77 + 6,34 14,17+3,54 15,53 +5,41 6—-23 0,147

agrigem dos pais
b Comparacdes da significancia das trés populacdes de H. amigera por ANOVA e pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
¢ Comparag0Oes de longevidade média de machos e fémeas usando o teste de Tukey, considerando variancias diferentes, com um nivel de significancia de 5%
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Tabela 2
Tabela de vida de trés populacdes de Helicoverpa armigera sob condicfes
controladas (25+1°C, 70+10% U.R., 14h de fotofase).

Parametro SP DF BA

BP 6,475 x10%° 2,106 x 10?2 5,927 x 103
Ro 124,380 235,669 303,665

T 39,075 39,211 38,138

Im 0,123 0,139 0,150

A 1,137 1,149 1,162

Potencial bittico (BP), taxa reprodutiva liquida (Ro), tempo de geracdo médio (T), taxa de
crescimento intrinseco diéria (rm) e taxa diaria de crescimento finito (1)
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Fig 1

Alelos de microssatélites em gel de poliacrilamida (acrilamida, 22%), loci HarSSR2, descrito por
Ji et al (2003). Pista 1: 100 pb Peso molecular; Pista 2: sem amostra; Pista 3: controle negativo;
Pista 4 a 8: fémeas Helicoverpa armigera de Sao Desidério, Bahia; Faixa 9 a 14: machos de Séo
Desidério, Bahia, exceto pista 11: sem amostra; Faixa de 15 a 19 fémeas do Distrito Federal;
Pista 20: sem amostra; Pista 21: 100 pb MW.
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Fig 2 Relacdo entre fertilidade (mx) e taxa de sobrevivéncia (Ix) naspopula¢cbdes de Helicoverpa
armigera de Sao Paulo (A), Distrito Federal (B) e Bahia (C), criados com dieta artificial (25+2°C,
70+£10 % U.R., 14h de fotofase).
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CAPITULO Il - Performance diferencial de Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) em dieta natural e artificial e sua relagdo com a
composicao nutricional

Revista: Environmental Entomology

Resumo

Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma importante praga para
diversos cultivos de importancia agricola em todo o mundo. Neste estudo, avaliou-se
o desenvolvimento do inseto em diferentes estruturas vegetativas e reprodutivas de
algodao, milho e soja convencionais em comparacdo com dieta artificial, sob
condi¢cBes controladas (25+2°C, 70+10% U.R. e 14h de fotofase). Foram utilizados
100 individuos por estrutura (folhas e macas de algodao; folhas, gréos e estilo-estigma
de milho; folhas e vagens de soja) e dieta artificial (n=800). Também foram realizadas
andlises centesimais de teores dos principais nutrientes presentes nas dietas. Nas
estruturas avaliadas, os indices de viabilidade larval variaram de 22% a 55%,
enguanto que na dieta artificial o indice foi de 62%. As folhas de milho apresentaram
o indice mais proximo da dieta artificial, com 56%. Os estilo-estigmas de milho (22%),
seguidos pelas folhas de algodéo (27%) e de soja (34%) revelaram-se as dietas
naturais menos favoraveis ao desenvolvimento larval de H. armigera em comparacao
com as demais dietas. A andlise centesimal das dietas comparou 14 constituintes que
foram comuns a todas as dietas, 0s quais correlacionaram-se significativamente com
as fases larval e pupal e/ou peso pupal. Dos 12 componentes da dieta que afetam
significativamente a duracéo da fase larval, metade apresentou correlacdo negativa.
Em geral, a dieta artificial se revelou como o substrato mais adequado ao
desenvolvimento de H. armigera, na comparacao com as dietas naturais avaliadas.
Contudo, ndo se pode descartar a variabilidade na composi¢cdo nutricional dos
hospedeiros naturais a campo, bem como a oferta mista a partir de diferentes partes

da planta ou movimentagao entre espécies vegetais durante a fase larval do inseto.

Palavras-chave: Desenvolvimento biolégico, analise centesimal, lagarta do velho-

mundo, hospedeiros
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Abstract

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) is a chief pest for several
crops of agricultural importance worldwide, and its attack can significantly compromise
the productivity in crops. In this study, the insect development in different vegetative
and reproductive structures of conventional cotton, corn, and soybean was evaluated
in comparison with artificial diet under controlled conditions (25+2°C, 70+10% R.H. and
14h of photophase). One hundred individuals per structure (cotton leaves and bracts;
corn leaves, grains, and style-stigma; soy leaves and beans) and atrtificial diet (n =
800) were used. Centesimal analyzes of the main nutrients present in the diets were
also performed. In the evaluated structures, the rates of larval viability ranged from
22% to 55%, while in the artificial diet the index was 62%. The corn leaves had the
closest index to the artificial diet with 56%. The corn style-stigmas (22%), followed by
cotton leaves (27%) and soy leaves (34%) were the natural diets less favorable to the
larval development of H. armigera compared to the other diets. The centesimal
analysis of the diets compared 14 constituents that were common to all diets, which
correlated significantly with the larval and pupal and/or pupal weight phases, except
for magnesium. Out of the 12 dietary components that significantly affect the duration
of the larval phase, half of them presented a negative correlation, which indicates a
decrease in the development time from their increases. In general, the artificial diet
proved to be the most suitable substrate for the development of H. armigera in
comparison with the natural diets evaluated. However, the variability in the nutritional
composition of the natural hosts in the field should not be ruled out, neither the mixed
supply from different parts of the plant, nor the migration among plant species during

the larval stage of the insect.

Keywords: Biological development, centesimal analysis, Helicoverpa armigera, hosts.
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Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma espécie polifaga, com
grande capacidade destrutiva (Zalucki et al. 1986; Liu et al. 2004; Talekar et al. 2006)
e ampla distribuicdo geogréafica (Zalucki e Furlong 2005). Sua presenca esta
associada com perdas econ6micas em varias culturas de importancia agricola ao
redor do mundo (Naseri et al 2009; 2011; Cunningham e Zalucki 2014). Estima-se que
0S prejuizos decorrentes do ataque desse inseto nas lavouras de todo o mundo
atinjam US $ 4 bilhdes ao ano (Kriticos et al. 2015), incluindo-se os danos as plantas
e 0s custos relacionados as taticas de manejo. Durante a fase larval, individuos de H.
armigera se alimentam de diferentes estruturas vegetais e podem ser encontrados
sobre folhas e hastes das plantas hospedeiras; porém, apresentam marcante
preferéncia pelas estruturas reprodutivas, como botdes florais, frutos, vagens, espigas
e inflorescéncias (Moral Garcia 2006, Perkins et al. 2008; 2009, Yamasaki e Fujisaki
2010).

Devido a polifagia, os imaturos de H. armigera ficam sujeitos a dietas com
valores nutricionais variados em seus diversos hospedeiros naturais, 0s quais
ocasionam diferentes efeitos sobre o seu desenvolvimento (Ruan e Wu 2001;
Schellhorn et al. 2008). Variagbes nutricionais qualitativas e quantitativas dos
alimentos influenciam diretamente a performance dos insetos, acarretando em
alteracdes no tempo de desenvolvimento, tamanho e peso dos individuos (Sarfraz et
al. 2006, Yamasaki e Fujisaki 2010). Em funcdo disso, a disponibilidade dos
hospedeiros tem impacto direto sobre os surtos populacionais do inseto (Southwood
e Henderson 2000) e esta diretamente relacionada com a dinamica populacional da
praga em sistemas de producédo (Maelzer e Zalucki 1999, Kennedy e Storer 2000,
Krishnareddy e Hanur 2015).

No Brasil, H. armigera foi oficialmente registrada em 2013 em areas de Cerrado
(Sosad-Gomez et al. 2016), especialmente onde o sistema de producao intensivo
intercala trés hospedeiros preferenciais do inseto: algodéo, milho e soja (Reigada et
al. 2016). Para o algodoeiro, os maiores danos do inseto sdo observados nas macas
(Kumar e Saini 2008). Em milho, as larvas de H. armigera concentram seu ataque nas
espigas (Bentivenha et al. 2016) e, na soja, os danos sao direcionados principalmente

as vagens (Naseri et al. 2009).
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Esses hospedeiros s&o cultivados extensivamente e sequencialmente com
janelas de plantio e colheita que se sobrepdem entre as safras. Embora esta rotacéo
continua permita a maxima exploracdo das areas de cultivo e propicie melhorias a
qualidade do solo, esse sistema também oferece disponibilidade continua de alimento
a praga. Além disso, durante a entressafra, na maioria dos locais sdo cultivadas
plantas de cobertura como milheto, nabo forrageiro, crotalaria, os quais também séao
hospedeiros potenciais de H. armigera e possibilitam a permanéncia de populagbes
do inseto até o préximo periodo chuvoso.

No intuito de investigar a adequacao de diferentes dietas (artificiais e naturais)
para H. armigera no velho mundo, diversos estudos foram realizados desde a ultima
década (Liu et al. 2004, Nazeri et al. 2009, Soleimannejad et al. 2010, Fathipour e
Naseri 2011, Arghand et al. 2011, Hemanti et al. 2012, Naseri e Razmjou 2013,
Cunningham e Zalucki, 2014, Rahimi Namin et al. 2014, Hosseininejad et al. 2015,
Yue et al. 2016). Apds sua deteccao no Brasil, alguns trabalhos avaliaram parametros
biologicos do inseto sob diferentes dietas (Azambuja et al. 2015, Barbosa et al. 2016,
Reigada et al. 2016), porém, em nenhum deles, os aspectos nutricionais dos
hospedeiros foram correlacionados a performance de H. armigera.

Assim, este estudo teve como objetivo comparar parametros biolégicos de H.
armigera nas trés principais ‘commodities’ (algodao, milho e soja) do cerrado brasileiro
e em dieta artificial. Considerando-se que H. armigera pode se desenvolver nas
diversas estruturas da planta hospedeira, foram avaliados tecidos vegetativos (folhas
desenvolvidas dos trés hospedeiros) e reprodutivos (macéa do algodoeiro, vagem da
Soja, estilo-estigmas e graos de milho). Também se realizou a andlise centesimal dos
tecidos vegetais a fim de se estabelecer correla¢des entre as variaveis nutricionais de
cada tecido vegetal e os parametros biolégicos de H. armigera. Considerando-se o
numero de publicacfes sobre esta espécie em dietas artificiais (Krishnareddy e Hanur
2015, Barbosa et al. 2016), para a analise de dados, incluimos também resultados
prévios obtidos com a mesma populacdo em dieta artificial, visando comparacdes de
performance da praga em hospedeiros naturais e meio artificial. As informacdes
poderdo ampliar o entendimento sobre as interacdes entre o inseto e as trés plantas

hospedeiras. Em adicdo, a descoberta de performance diferenciada nas estruturas
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vegetais pode auxiliar na previsao de surtos expressivos do inseto, com impacto direto
sobre as estratégias do MIP a serem adotadas nas lavouras de algodéo, milho e soja.

Material e métodos

Origem dos insetos e manutenc&do em laboratorio

Este estudo utilizou insetos de H. armigera, cujas larvas foram coletadas em frutos de
citros no municipio de S&o Paulo, SP (22°53'09"S; 48°26'42'W). Nas geracles
seguintes, as lagartas foram alimentadas com dieta artificial (capitulo 1), em condi¢des
controladas (25+2°C, 70£10% U.R. e 14h de fotofase). Os adultos foram alimentados,
via capilaridade, com uma solucao de mel a 10% em porcdes de algodéao (Parra 2009).
Foi também oferecida outra por¢éo de algodao contendo apenas agua para suprir as
necessidades hidricas dos insetos.

A identificacdo da espécie foi realizada considerando-se a morfologia da
genitdlia masculina (Pogue 2004) no Laboratério de Entomologia da Embrapa
Cerrados, Planaltina, DF. Todos os insetos utilizados nos experimentos foram
provenientes da criacdo em dieta artificial, a fim de evitar condicionamento pré-
imaginal. Mais detalhes sobre os procedimentos de criagdo podem ser obtidos no

capitulo 1.

Plantas hospedeiras e estruturas utilizadas como dieta

Como plantas hospedeiras foram utilizadas cultivares convencionais de algodao (FMT
709), milho (AL Bandeirante) e soja (BRS 284), adaptadas as condicbes
edafocliméaticas do Estado de S&o Paulo. As sementes das trés cultivares foram
adquiridas junto a Fundacdo MT, CATI e EMBRAPA, respectivamente.

As plantas hospedeiras foram cultivadas em vasos plasticos com capacidades
para 8, 11 e 5 litros, respectivamente. O substrato utilizado foi composto por uma
mistura de terra, areia lavada e esterco de gado curtido, na propor¢ao de 2:1:1. Todas
as plantas foram mantidas em casa de vegetacao, cultivadas livres de aplicacéo de
produtos quimicos e infestacao de insetos. As plantas de milho receberam adubacéo

nitrogenada (ureia) em cobertura aos 40 dias apos a germinacao (Coelho e Franca
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1995). As plantas receberam irrigagéo e os demais tratos normalmente recomendados
para as culturas.

Para a obtencdo das diferentes estruturas vegetais (folhas, vagens, macas,
gréos e estilo-estigmas) no mesmo periodo, foram realizados plantios em épocas
distintas, conforme a fenologia de cada cultura. As folhas de algodao, milho e soja
foram colhidas quando as plantas se encontravam no inicio do estagio vegetativo (V3
ao V5) (Marur e Ruano 2001), (V2 ao V4) (Ritchie e Hanway 1989) e (V2 ao V5)
(Ritchie et al. 1982), respectivamente. As macas de algodao foram colhidas no estadio
B3 (botdes florais do terceiro ramo reprodutivo visiveis) (Marur e Ruano 2001). Para
o milho, as coletas dos estilo-estigmas foram iniciadas quando a planta se encontrava
no estadio R1 (inicio do “embonecamento” ou antes da fecundacéo e formacao dos
gréos) e as espigas para o fornecimento dos graos foram colhidas em R3 e R4 (gréos
“leitosos e/ou pastosos”) (Ritchie e Hanway 1989). As vagens da soja, foram utilizadas
no estadio R6 (gréos verdes e com preenchimento de toda a cavidade da vagem)
(Ritchie et al. 1982).

Analise centesimal das dietas

As analises centesimais das dietas foram realizadas pelo Centro de Qualidade
Analitica (CQA®), em Campinas, SP. Utilizou-se a metodologia de andlise proposta
por AOAC (2010) e FDA (2010), seguindo a Resolu¢cdo RCD n° 360 (RCD 360/2003-
Brasil). Para possibilitar comparacdes entre as dietas naturais e artificial foram
utilizados dados dos componentes que tiveram valores detectaveis na maior parte das
dietas. Assim, foram considerados valores referentes a carboidratos, cinzas, ferro,
fibra alimentar total, fésforo, gorduras insaturadas, gorduras saturadas, magnésio,
manganés, potassio, proteina total, sddio, valor energético, zinco e &cidos graxos

livres.

Ensaios de biologia comparada

Os ensaios de biologia comparada foram feitos no Laboratério de Resisténcia de
Plantas a Insetos e Plantas Inseticidas (LARESPI), do Departamento de Protecéo
Vegetal da FCA-UNESP, Botucatu, SP, sob condi¢bes controladas (T= 25+2°C,
70+10% U.R. e 14h de fotofase).
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Acompanhou-se o desenvolvimento de 100 individuos neonatos de H.
armigera, os quais foram individualizados e identificados em placas de Petri,
utilizando-se oito tratamentos: T1= folhas de algoddo; T2= macéa de algodao; T3=
folhas de milho; T4= gréos de milho; T5= estilo-estigmas de milho; T6= folhas de soja;
T7= vagens de soja; T8= dieta artificial. As placas foram internamente forradas com
papel germitest umedecido, visando manter a turgescéncia dos materiais vegetais. A
complementacdo ou substituicdo de porcbes da dieta foi feita conforme a
necessidade. Diariamente, realizou-se a limpeza das placas, removendo o0s
excrementos e restos de dieta, evitando assim, possiveis contaminac¢des. Durante 0s
ensaios, a confirmagdo dos instares larvais foi feita por meio da analise das ecdises
dos individuos em observacao.

O fornecimento das dietas foi cessado assim que as larvas entraram no periodo
pré-pupal, caracterizado pela interrupcdo da alimentacdo e diminuicdo do tamanho.
Neste momento, adicionou-se 0,5 cm? de vermiculita expandida umedecida em agua
em cada placa, a fim de fornecer umidade e favorecer a elaboracdo da camara pupal.
Apoés a pupacdo (48h), os individuos foram pesados em balanca semi analitica e
examinados para identificacdo do sexo (Kirkpatrick 1961). A manutencao diaria das
pupas restringiu-se a manter a umidade da vermiculita, aplicando-se algumas gotas
de agua, até a emergéncia dos adultos.

Os resultados dos parametros bioldégicos de H. armigera, obtidos com
diferentes tecidos vegetais foram comparados com os ja descritos para a mesma
populacdo em dieta artificial (capitulo 1). Para tanto, seus dados originais (brutos)
foram incluidos em todas as analises comparativas.

Os ensaios foram avaliados diariamente, desde a ecloséo até o final da fase
pupal ou morte, permitindo a obtencéo dos seguintes parametros: periodo de duracéo
(dias) larval, pré-pupal, pupal e total da fase imatura, viabilidade larval (%). Obteve-se
também o peso (mg) de pupas, com auxilio de balangca semi-analitica (AL-500, Marte

Cientifica®, Sdo Paulo, SP).

Analises estatisticas

Uma vez que os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, foram aplicados testes

nao-paramétricos. O Teste de Mann-Whitney, indicado para testar se duas amostras
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independentes séo provenientes da mesma populacéo, foi utilizado para comparar o
peso de pupas entre 0s sexos em cada tipo de dieta.

Para verificacao de diferenca das variaveis respostas: periodo larval, pré-pupal,
pupal e total e peso pupal foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, utilizado para
comparacao de trés ou mais grupos independentes (Siegel e Castellan 2006). A
ordenacdo dos tratamentos considerou a ordem de grandeza das medianas,
utilizando-se uma matriz de “P” valores.

Para avaliar a correlagdo entre os parametros bioldégicos e 0s principais
componentes dos tecidos vegetais de cada dieta foram aplicados testes de correlacao
de Spearman utilizando o pacote FactoMineR presente no software estatistico R,
livremente disponivel no website: http://www.r-project.org. Foram correlacionados o0s
parametros temporais (em dias) de larva, pré-pupa, pupa e total da fase imatura além
do peso pupal com as variaveis das dietas acidez livre, carboidratos, cinzas, ferro,
fibra alimentar total, fésforo, gorduras insaturadas, gorduras saturadas, magnésio,
manganés, potassio, proteina total, sédio, valor energético, zinco, acidos graxos livres.
Utilizou-se a correlacdo de Spearman em funcao do desvio dos dados no que se refere
a normalidade, da presenca de variaveis ordinais e por ndo haver linearidade entre as
variaveis estudadas.

Realizou-se também uma analise de componentes principais e correlacédo de
Pearson, para identificar, entre as variaveis estudadas, quais contribuiram com maior
peso na combinacgao linear dos dois primeiros componentes principais. Os eixos x e
y, denominados componentes principais, podem ser vistos como "super variaveis",
construidas pela combinacéo da correlacdo entre as variaveis analisadas. Estes sao
extraidos em ordem decrescente de importancia, de acordo com sua contribui¢cao para
a variacao total dos dados. Os componentes principais, dispostos hum espacgo de
duas dimensdes, representam variabilidade suficiente que possa indicar algum padrao
a ser interpretado. Para auxiliar na interpretacdo dos resultados, além do circulo
unitario de correlacbes entre os autovetores das variaveis, foram construidos
diagramas de ordenacéo das dietas naturais constituidas por algodéo (folha e maca),
milho (folha, grédo e estilo-estigma) soja (folha e vagem) e dieta artificial. Todas as

analises foram realizadas pelo software Estatistico R, verséo 3.2.2.
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Resultados

Analise centesimal das dietas

A andlise centesimal revelou grandes varia¢des entre os parametros, com diferencas
expressivas (até mais de 30 vezes) entre as dietas, especialmente com relacdo aos
teores de carboidrato, fosforo, potassio e valor energético (Tabela 1). Verificou-se
valores que variaram de 1 g/100g de carboidratos presentes (folha de milho) até
proximos a 30 g/100g (grédos de milho). Os teores de fosforo encontrados no estilo-
estigma de milho (13,74 mg/100g) foram menores em relacdo aqueles encontrados
nas folhas de soja (830 mg/100g). O menor valor detectado para potassio foi de 258,82
mg/100g (graos de milho), enquanto que o maior valor foi encontrado em vagens de
soja (5.000 mg/100g). Grandes variacdes também foram observadas no valor
energético dos diferentes tecidos, sendo o menor valor detectado no estilo-estigma do
milho (41,00 Kcal/g) e o maior valor em graos de milho (136,00 Kcal/g) (Tabela 1).

Ensaios de biologia comparada em dietas naturais e artificial

A duracao das fases biologicas de H. armigera variou significativamente conforme os
tecidos ofertados como fonte alimentar (Tabela 2). A maior duracéo da fase larval foi
verificada quando os individuos se alimentaram de macéas de algodao, seguidos por
folnas de soja e folhas de algod&o (x*=7,34; gl=7; P=0,227), diferindo das dietas a
base de vagens de soja e artificial que mostraram as menores médias. Para o periodo
pré-pupal, a maior média de duracao foi verificada no tratamento com vagens de soja
(x>=2,16; gl=7; P=0,0118), enquanto que a dieta artificial proporcionou o menor
periodo de duracdo. Na fase pupal, a maioria dos tratamentos apresentou média de
duracéo ao redor de 11 dias, com excecédo da dieta artificial, que proporcionou a menor
fase pupal (x*=12,67; gl=7; P=0,0020). Considerando-se toda a fase imatura, as
maiores medias de duracéo foram observadas com macés de algodéao e folhas de soja
(x>=4,98; gl=7; P<0,0001), diferindo da dieta artificial, folhas de milho, grdos de milho
e vagens de soja, que permitiram o término da fase imatura mais rapidamente.

Os maiores indices de viabilidade larval de H. armigera foram verificados
guando os insetos se alimentaram da dieta artificial (>60%) e das folhas (56%) e gréos

(54%) de milho (Fig. 1). As folhas de algoddo e estilo-estigmas de milho
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proporcionaram as menores viabilidades (<30%) para a fase larval. As demais dietas
mostraram viabilidades intermediarias.

O numero de instares larvais de H. armigera variou conforme a dieta oferecida
aos insetos (Fig. 2). Em geral, houve maior incidéncia de individuos que passaram por
seis instares em relacdo aos que passaram por sete instares, excecéo feita as macgas
de algodao (50% e 50%) e gréos de milho (42% e 58%). Nas dietas a base de estilo-
estigmas de milho e folhas de soja, 0s insetos ndo passaram pelo sétimo instar.

Independente do sexo, as maiores médias para o peso pupal foram obtidas
guando os imaturos se alimentaram de macas de algodao e vagens de soja (P<0,05)
(Fig. 3). Sob dieta artificial e estilo-estigma de milho, os machos de H. armigera
apresentaram maior peso pupal (¥>=7,47; gl=1; P<0,0001), em compara¢io com as

fémeas.

Analise de componentes principais

A analise de componentes principais, realizada com os dados referentes aos
componentes de cada uma das dietas, revelou que o primeiro (dimensdo 1 — ou eixo
horizontal) juntamente com o segundo (dimensdo 2 — ou eixo vertical) eixos
explicaram 73,41%; 71,47% e 71,48% da variabilidade total dos dados referentes a
duracéo das fases larval, pupal e do peso pupal, respectivamente (Tabela 3, Fig. 4).

Nos circulos de correlacéo (Fig. 4 A, C, E), verifica-se grande variacdo entre 0s
trés parametros bioldgicos de H. armigera com relacdo aos componentes da dieta. As
correlacdes entre os componentes das dietas mantiveram-se muito semelhantes. Nos
eixos horizontais, as variaveis que mais influenciaram (mais proximas ao eixo)
positivamente foram: fosforo, potassio, gorduras saturadas, fibra alimentar, gorduras
insaturadas, magnésio e zinco; negativamente foram: &cidos graxos livres e
manganés. Nos eixos, verticais as variaveis que mais influenciaram positivamente
foram: manganés, acidos graxos livres e proteina total e negativamente foram: sédio
e valor energético (Tabela 3).

Nos diagramas de ordenacdo das dietas, em funcdo dos componentes e
parametros de desenvolvimento dos imaturos de H. armigera (Fig. 4 B, D, F),
observou-se que, de forma similar aos circulos de correlacéo, as disposi¢bes das

dietas se mantiveram semelhantes com relagdo os parametros de desenvolvimento.
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Destaca-se que a dieta artificial e que o tratamento a base de vagem de soja se
distanciaram muito entre si das demais dietas. Também verificou-se uma maior
proximidade entre folhas de milho e macéas do algodoeiro e uma proximidade relativa

entre folhas de soja e de algodoeiro e entre estilo-estigmas e graos de milho.

Correlacéo entre componentes da dieta e parametros bioldgicos

Houve correlacdo significativa entre os valores dos parametros de cada dieta
estudada (exceto carboidratos e magnésio) quanto a duracdo da fase larval de H.
armigera (Tabela 4). A duragdo do periodo pupal foi significativamente influenciada
pelos parametros cinzas, gordura saturada, manganés, potassio e acidos graxos
livres.

O peso pupal (mg) correlacionou-se significativamente com as variacdes dos
parametros carboidratos, cinzas, fibra alimentar, gorduras insaturadas e saturadas,

proteina total, sddio e &cidos graxos livres (Tabela 4).

Discussao

Estudos de performance bioldgica de espécies de Noctuidae sob diferentes
hospedeiros sdo de grande importancia para um melhor entendimento de aspectos
relacionados a sua sobrevivéncia e dispersdo (Kennedy e Storer 2000, Silva et al.
2017). O conhecimento sobre as variagées no periodo de desenvolvimento e no fluxo
migratorio de lepidépteros € fundamental para a compreensdo da dinamica
populacional das espécies no cenario agricola (Tisdale e Sappington 2001). Embora
ja existam trabalhos que avaliaram o desenvolvimento de H. armigera em diferentes
hospedeiros (Liu et al. 2004, Razmjou et al. 2014, Hosseininejad et al. 2015), poucos
estudos relacionaram a performance larval deste inseto em diferentes tecidos de uma
planta hospedeira. Adicionalmente, nenhuma correlacéo entre performance bioldgica
de H. armigera e composi¢cdo nutricional de hospedeiros potenciais encontra-se
disponivel na literatura. A preferéncia alimentar de uma determinada espécie implica
diretamente sobre a reproducéo e permanéncia dos individuos no hospedeiro ao longo
das geracdes e pode determinar o sucesso do artropode na planta hospedeira (Green

et al. 2002, Rajapakse e Walter 2007). Obviamente, esse sucesso na colonizagao esta
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correlacionado ao valor nutricional que cada hospedeiro pode oferecer ao inseto
fitofago (Umbanhowar e Hastings 2002).

Os resultados deste estudo revelaram que as diferentes dietas naturais
(estruturas de algodédo, milho e soja) e artificial avaliadas afetam significativamente a
performance de imaturos de H. armigera, podendo provocar alteracdes no periodo de
duracédo, no peso da fase imatura, além de reduzirem a viabilidade larval.

Insetos que se alimentaram de macds de algoddo e folhas de soja
apresentaram maiores periodos larvais e, consequentemente, maior duragéo da fase
imatura (larva-adulto) em comparacgéo com as demais dietas, sugerindo serem menos
adequadas ao inseto. Para algumas espécies de Lepidoptera, o prolongamento no
periodo de desenvolvimento indica uma acdo compensatoria, onde larvas submetidas
a uma alimentacdo com baixo valor nutricional tendem a se recuperar do estresse
alimentar alongando a fase imatura (Silva et al. 2017). De tal forma, o alongamento
no ciclo permitiria que as larvas se tornassem capazes de completar o processo de
pupacéo, fase de grande custo nutricional/energético para o inseto (Parra et al. 2009).
Em geral, o desenvolvimento do inseto € afetado por sua fonte alimentar e a qualidade
desse alimento acarretara em pequenas ou grandes variagdes ao longo do ciclo
(Barros et al. 2010). Isso poderia explicar as diferencas de duracao nas fases imaturas
de H. armigera verificadas neste trabalho

Nos tecidos vegetativos e reprodutivos dos hospedeiros avaliados (soja, milho
e algodao), os indices de viabilidade larval variaram de 22% a 55%, enquanto que na
dieta artificial a viabilidade foi de 62%. As folhas de milho (56%) apresentaram o indice
de viabilidade mais préximo da dieta artificial, confirmando os dados obtidos por outros
autores que destacaram as qualidades nutricionais das plantas de milho e seu
potencial para o0 aumento populacional de H. armigera (Maelzer e Zalucki 1999, Scott
et al. 2006, Fefelova e Frolove 2008). Os estilo-estigmas de milho (22%), seguidos
pelas folhas de algodao (27%) e de soja (34%) revelaram-se as dietas naturais menos
favoraveis ao desenvolvimento larval de H. armigera em comparacdo com as demais
dietas. Embora as estruturas reprodutivas de milho (gréos), soja (vagens) e algodao
(macas) tenham permitido aumento da viabilidade (38-54%), nenhuma dessas
estruturas equiparou-se a dieta artificial. Contudo, deve-se destacar que o indice de

viabilidade larval para as espécies de Lepidoptera € geralmente baixo em funcdo da
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elevada taxa de mortalidade que ocorre nos instares iniciais (Zalucki et al. 2002).
Segundo os mesmos autores, além dos aspectos nutricionais aqui discutidos, outros
fatores importantes de mortalidade de lepidopteros a campo estdo relacionados a
predacao, parasitismo, doencas e clima.

Os dados de viabilidade do presente estudo sugerem que os individuos de H.
armigera nao encontraram condicbes Otimas para o desenvolvimento quando
alimentados com os hospedeiros naturais avaliados (viabilidade maxima de 56%).
Esses resultados devem estimular maiores estudos sobre a relacdo entre preferéncia
para oviposicdo do inseto e sua performance larval (Jallow e Zalucki 2003,
Cunningham e Zalucki 2014). Nesse sentido, assume-se que nem sempre o local de
escolha das fémeas de H. armigera para oviposicdo garante desenvolvimento
satisfatorio da prole, uma vez a maioria das mariposas utiliza prioritariamente fatores
fisicos e quimicos para a escolha inicial do hospedeiro (Cunningham e Zalucki 2014).

Além das diferencas verificadas nos periodos de duracéo, o peso pupal de H.
armigera foi significativamente afetado pelas dietas oferecidas, sendo mais elevado
no tratamento com macas de algoddo (0,328 mg) em comparacdo com os demais
tecidos, 0 que seria uma vantagem para essa dieta. Um menor peso sugere o
consumo de alimento pouco adequado durante a fase larval e poderia acarretar em
desvantagens nutricionais e adaptativas durante a fase adulta (Liu et al. 2009,
Yamasaki e Fujisaki 2010).

Quanto ao namero de instares larvais de H. armigera, em geral (exceto estilo-
estigma de milho e folhas de soja) as larvas atingiram até sete instares, semelhante
ao descrito por outros autores (Reigada et al. 2016) que acompanharam a biologia do
inseto em hospedeiros naturais. No entanto, houve predominancia de individuos com
seis instares, corroborando outros estudos (Hardwick 1965, Arghand 2011 e Razmjou
et al. 2014), que descreveram uma variacao de cinco a sete instares para H. armigera,
sendo seis 0 numero mais encontrado. Segundo o0s autores, fatores como
temperatura, alimento, fotoperiodo e umidade (Esperk et al. 2007) e a heranca
genética (Razmjou et al. 2014) sao os responsaveis por essas variagoes.

Fatores quali e quantitativos dos nutrientes podem tambeém ter influéncia sobre
0 peso pupal até mesmo na comparagdo entre individuos machos e fémeas. De

maneira geral, as fémeas de Lepidoptera sdo maiores que os machos (Stillwell et al.
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2010) e também mais pesadas (Specht e Roque-Specht 2016). Entretanto, existem
consideraveis diferencas quanto ao peso e o sexo dentro de uma mesma ordem e até
mesmo dentro de uma populacédo. Nossos resultados mostraram que os individuos
machos de H. armigera tente a ser mais pesados que as fémeas, o que ja foi verificado
em outros trabalhos (Chen et al. 2014, Reigada et al. 2016).

A adequacdo de uma planta como boa hospedeira esta diretamente
relacionada ao equilibrio de seus nutrientes (aminoacidos, carboidratos, lipidios,
acidos graxos, vitaminas e minerais) e da 4gua, constituintes fundamentais para o
desempenho adequado dos insetos (Behmer 2009).

A analise centesimal realizada com as dietas investigou a presenca de 50
constituintes, ndo comuns para todas elas (vide anexos). Muitos destes constituintes
foram detectados em valores inferiores a 0,01g/100g; contudo, seu papel no
desenvolvimento biolégico de H. armigera ndo pode ser descartado, conforme
discutido na literatura (Parra et al. 2009). Dentre os constituintes encontrados, 14
foram comuns a todas as dietas, 0s quais correlacionaram-se significativamente com
as fases larval e pupal e/ou peso pupal, excec¢éo feita ao magnésio.

Variagbes nutricionais existentes entre as diferentes plantas hospedeiras
somadas as diferencas entre individuos de uma mesma espécie, condicbes
ambientais (solo, luz e umidade) (Behmer 2009), bem como as diferencas dentro de
uma unica planta (ex: idade das folhas) (Yamasaki et al. 2009) sao fatores-chave para
as variacgdes biolégicas. Embora néo tenha sido investigado neste estudo, outro fator
qgue poderia ter afetado a sobrevivéncia das larvas de H. armigera € a presenca de
metabdlitos secundarios, os quais atuam como fatores de resisténcia natural das
plantas contra o ataque de insetos fitéfagos (Guo et al. 2013). Essas substancias
influenciam o crescimento e sobrevivéncia dos insetos (Piubelli et al. 2005), até
mesmo em plantas consideradas hospedeiras primarias de H. armigera, como o
algodéo (Cunningham e Zalucki 2014).

Correlacdes entre os componentes das dietas e o desenvolvimento dos insetos
tém sido feita apenas com dietas artificiais, onde é possivel estimar a composi¢do em
funcao dos ingredientes utilizados (Parra et al. 2009; Cohen 2004), sem avaliar perdas
por desnaturacdo e alteragcdes pelo processamento, especialmente durante o

cozimento. Neste sentido, o presente estudo representa um avanco, onde a andlise



85

centesimal possibilitou relacionar o desenvolvimento de imaturos de H. armigera com
diversos componentes de dietas naturais e artificial.

O maior numero de correlagdes significativas (12) foi verificado entre os
componentes das dietas e periodo larval. Esse fato estd associado a digestao,
absorcao e assimilacdo dos nutrientes e histogénese proprios da fase larval (Scriber
e Slansky 1981, Moreau et al. 2006). Por outro lado, na fase pupal, os nutrientes ja
foram assimilados e participam apenas dos processos de histélise (Awmack e Leather
2002, Moreau et al. 2006), o que poderia explicar o0 menor niumero de correlacdes
significativas (5).

Dos 12 componentes da dieta que afetam significativamente a duracéo da fase
larval, metade apresentou correlacdo negativa, indicando uma diminuicdo do tempo
de desenvolvimento a partir de seus incrementos. As fibras alimentares apesar de
serem um tipo de carboidrato, apresentam ligacdes beta-glicosidicas e promovem a
mobilidade intestinal, auxiliando a liberacéo de toxinas; o fésforo € importante para
atividades bioenergéticas, como por exemplo formacéo de ATP; o manganés é cofator
enzimatico de reacdes de hidrolises, quinases, descarboxilases e transferases, bem
como, constituinte de metaloenzimas; o zinco auxilia as enzimas responsaveis pela
sintese de proteinas e no metabolismo de carboidratos. Com relagédo as proteinas
totais, obtidas de diversas fontes, os insetos necessitam de nitrogénio em quantidade
adequada para a elaboracéo de tecidos e manutencédo de atividades vitais; os acidos
graxos livres sdo associados ao metabolismo lipidico dos insetos e por apresentarem
partes polares e apolares, conseguem se dissolver em agua e outros compostos
lipidios, influenciando o mecanismo de digestdo, transporte e metabolismo (Cohen
2004, Parra et al. 2009).

Para os demais componentes onde se observou correlagédo positiva entre as
suas quantidades e a duracdo do periodo larval, destacaram-se seis componentes.
As cinzas sao compostos na forma de 6xidos, sulfatos e fosfatos, constituidas de uma
combinacdo de minerais cuja identificacdo isolada dos componentes é dificil,
especialmente por ndo serem detectaveis pelos métodos analiticos convencionais.
Assim, ndo é possivel identificar quais elementos das cinzas beneficiam ou prejudicam
o desenvolvimento dos insetos, uma vez que ndo existe uma determinagéo exata da

necessidade de cada mineral e sua influéncia no organismo do inseto. Por fim, a acéo
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conjunta destes minerais € complexa podendo haver comportamento sinérgico,
antagonico ou neutro. As principais gorduras saturadas presentes nos vegetais sao
os triacilgliceréis, uma molécula de glicerol ligada a trés acidos graxos. Por serem
moléculas grandes, 0s insetos necessitam dispender mais energia para metaboliza-
las, afetando o seu desenvolvimento. Devido a presenca de ligacdes duplas nas
moléculas de gorduras insaturadas, essas sdo mais facilmente metabolizadas para
serem usadas no metabolismo dos insetos. Por outro lado, podem afetar a
estabilidade das gorduras levando-as a oxidacao e a formacgéo de substancias toxicas
indesejaveis. SAdio e potassio atuam conjuntamente no processo de regulacdo da
agua para dentro da célula e valores desses elementos superiores as necessidades
metabdlicas dos insetos, promovem desequilibrio do sistema homeostatico. Assim
como as cinzas representam diversos elementos, o valor energético encontra-se
associado a diferentes componentes das dietas, dificultando a compreensao da sua
relacdo, que pode ser individual ou conjunta (Cohen 2004, Moreau et al. 2006, Parra
et al. 2009).

Com relacéo ao peso pupal, oito dos componentes das dietas correlacionaram-
se significativamente, incluindo os carboidratos, que ndo haviam se correlacionado
com a duracédo larval e pupal. Os componentes da dieta que se correlacionaram
positivamente com o peso das pupas foram: carboidratos, gorduras insaturadas,
proteina total e acidos graxos livres. Estes componentes sdo associados a nutricao
guantitativa dos insetos, ou seja, sdo importantes para 0s insetos ndo somente com
relacdo as exigéncias nutricionais basicas, mas também com a quantidade de
alimento ingerido, digerido, assimilado e convertido em tecidos de crescimento (Cohen
2004, Behmer 2009, Parra et al. 2009). Por outro lado, cinzas, fibra alimentar, fésforo,
gorduras saturadas e sédio, estiveram correlacionados negativamente com 0 peso
pupal.

Como discutido anteriormente, as cinzas apresentam uma combinacao de
diversos elementos, sendo dificil avaliar a influéncia isolada de cada um. As fibras
alimentares estdo associadas a liberacdo de toxinas, entretanto, em quantidades
expressivas podem influenciar o aumento do transito intestinal, dificultando o aumento
de peso das pupas. As gorduras saturadas sdo constituidas de ligacdes simples, de

dificil metabolizacdo. Dessa forma, os insetos necessitam de um aporte maior de
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energia para promover a clivagem dessas moléculas e como consequéncia, essa
energia é desviada de funcdes estruturais, como histogénese, para serem
empregadas na lipdlise. O sodio participa de processo de equilibrio i6nico da célula,
regulando a quantidade de agua intra e extracelular (Scriber e Slansky 1981, Moreau
et al. 2006). Sua presenca pode estar associada a um menor teor de &agua
armazenado durante a fase larval.

As correlacfes realizadas revelam um caminho para analisar a influéncia dos
teores de cada componente na biologia de H. armigera, por meio de analise
centesimal. No entanto, deve-se atentar para todas as interacbes entre 0s
componentes das diferentes dietas, incluindo os quais ndo sdo detectados nas
analises e que sabidamente sdo essenciais para 0 desenvolvimento dos insetos
(Scriber e Slansky 1981, Cohen 2004, Moreau et al. 2006, Behmer 2009, Parra et al.
2009).

Os percentuais cumulativos da variancia (acima de 70%), demonstraram por
meio da analise de componentes principais, a influéncia de cada constituinte sobre as
variaveis biolégicas do inseto. Nos circulos de correlacdo, as variaveis que mais
influenciaram foram as mesmas destacadas pela correlacéo de Pearson. Com relagcao
aos resultados apresentados nos diagramas de ordenacao das dietas por parametros
biolégicos de H. armigera, destacam-se a dieta artificial e as vagens de soja que se
distanciaram muito entre si das demais dietas. Considerando-se a maior viabilidade
larval na dieta artificial, isso sugere que as proporcdes encontradas dos principais
constituintes desse substrato sdo consideradas mais adequada em comparacao as
demais dietas (Behmer 2009, Parra et al. 2009). Esse balanceamento dos nutrientes
€ essencial para o bom desenvolvimento de insetos em criacbes de laboratério
(Behmer 2009).

Em Lepidoptera, os maiores problemas na eficiéncia da conversao e
assimilacdo dos nutrientes estédo relacionados com a quantidade de agua presente
nas diferentes dietas, sendo esse 0 componente com maior importancia, uma vez que
€ um solvente para maioria dos compostos. O teor médio de umidade exigida para a
maioria dos insetos é de aproximadamente 70% (Cohen 2004, Moreau et al. 2006); e
as trés maneiras de obtencdo de &gua pelos insetos sdo realizadas através do

alimento, do ambiente e por meio da produgédo de agua metabdlica. De modo geral,
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qguanto maior a quantidade de agua formada durante o processo de oxidacdo de
proteinas, carboidratos e gorduras maior sera a eficiéncia da conversao desses
nutrientes para o desenvolvimento do inseto. Isso poderia explicar porque algumas
dietas como a vagem de soja e a dieta artificial se distanciam das demais em relagéo
aos diferentes parametros bioldgicos de H. armigera. Assim, nas vagens de soja pode
ter ocorrido um desequilibrio do sistema homeostatico devido ao elevado teor de
potassio encontrado nessa dieta, na comparacao com as demais.

De maneira inédita, este estudo identificou e quantificou o0s principais
componentes nutricionais de dietas naturais e artificial e correlacionou com
parametros de desenvolvimento de H. armigera. A metodologia empregada oferece
uma nova perspectiva com relacao a avaliagdo da composicao de dietas e seus efeitos
sobre os insetos.

Considerando-se todos os resultados obtidos, a dieta artificial se revelou como
0 substrato mais adequado ao desenvolvimento de H. armigera, na comparagao com
as dietas naturais avaliadas. No entanto, ndo se deve descartar a variabilidade na
composigdo nutricional dos hospedeiros naturais a campo, bem como a oferta mista
a partir de diferentes partes da planta ou migracéo entre espécies vegetais durante a

fase larval do inseto.
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Tabela 1. Andlise centesimal das dietas naturais e artificial utilizadas como fontes

alimentares para larvas de Helicoverpa armigera em condi¢gdes controladas (25+2°C, 70
+10% U.R. e 14h de fotofase).

Constituinte Algodao Milho Soja Dieta
Folha Macd Folha Grao Estigma Folha Vagem artificial
Carboidratos g/100g® 4,00 16,50 1,00 29,70 8,00 6,00 1,70 8,10
Cinzas a 550°C mg/100g @ 2,70 1,20 1,50 0,30 0,90 2,00 2,20 0,70
Fibra alimentar total g/100g® <0,01 <0,01 2,60 1,60 4,70 8,00 13,80 1,60
Fésforo mg/100g @ 82,62 84,55 145,78 284,38 13,74 830,00 18,00 145,03
Gorduras insaturada g/100g® 0,77 0,93 0,58 1,04 0,61 0,51 2,20 0,70
Gordura saturadas g/100g @ 0,23 0,27 0,52 0,29 0,18 0,29 1,30 0,02
Magnésio mg/100g @ 118,30 34,13 50,00 62,17 33,71 110,00 111,00 36,10
Manganés mg/100g @ 1,38 0,20 1,89 1,76 1,97 3,00 0,96 9,95
Potassio mg/100g @ 883,44 749,17 477,20 258,82 290,03 290,00 5.000,00 192,50
Proteina total g/100g ® 4,30 4,10 2,40 1,30 0,50 4,00 6,40 5,30
Sédio mg/100g @ 27,48 18,50 57,20 49,08 44,80 12,00 13,00 13,20
Valor Energético kcal/g® 42,00 93,00 32,00 136,00 41,00 47,00 64,00 60,00
Zinco mg/100g @ 0,21 0,36 0,60 0,69 0,37 1,60 2,40 1,05
Acidos graxos livre g/100g @ 0,25 0,30 0,40 0,60 0,10 <0,01 <0,01 5,61

MAOAC - A.O.A.C. INTERNATIONAL, Official Methods of Analysis, 18th edition, Maryland / USA; Current Through - Revision 3, 2010.
@FDA - FDA - Food And Drug Administration. Elemental Analysis Manual. United States of America. Section 4.4 Inductively Coupled

Plasma-Atomic Emission Spectrometric Determination of Elements in Food Using Microwave Assisted Digestion, August 2010.
®RDC360 / 2003 - BRAZIL. RCD Resolution No. 360 of 23 December 2003. Approves Technical Regulation on Nutritional Labeling

of Packaged Food, nutrition labeling becoming mandatory, the National Health Surveillance Agency. Official Gazette, Brasilia,

December 26, 2003.
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Tabela 2. Duragdo média (diastEP) das fases larval, pré-pupal, pupal e total de

Helicoverpa armigera sob dietas naturais e artificial em condi¢cdes controladas

(25+2°C, 70 £10% U.R. e 14h de fotofase).

Dieta Larva Pré-pupa Pupa Total

Média* Média* Média* Média*
Algodao folha 21,32+0,36 ab  3,10%0,11 bc 11,32+0,21 ab 35,75+0,49 bc
Algodado maca 23,32+0,46 a 3,37+0,15 ab 11,48+0,14 a 38,16+0,52 a
Milho folha 19,57+0,24 cd  2,91+0,05 bc 11,47+0,12 a 33,95+0,29 cd
Milho gréo 19,89+0,35 bc  3,33+0,14 ab 11,52+0,12 a 34,74+0,39 c
Milho estigma 20,52+0,49 bc  3,00%0,14 bc 11,48+0,19 a 35,00+0,54 bc
Soja folha 21,82+0,27 a 3,24+0,07 bc 11,62+0,13 a 36,68+0,34 ab
Soja vagem 19,28+0,32 cd  3,83+0,21 a 11,28+0,14 ab 34,38+0,44 ¢
Dieta artificial 18,63+0,27 de  2,77+0,08 c 10,76+x0,14 b 32,16+0,33 d
P 0,0227 0,0118 0,0020 0,0001

*Médias seguidas de mesma letra, dentro da coluna, ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis

(P>0,05).
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Tabela 3. Correlagdo de Pearson entre os componentes principais identificando a
contribuicdo de cada componente da dieta nas dimensdes 1 (eixo horizontal) e 2 (eixo

vertical) sobre a duracdo das fases larval e pupal e sobre o peso pupal de Helicoverpa

armigera.
Componente da dieta Parametro biolégico”
Fase larval Fase pupal Peso pupal
Dimenséo (dias) (dias) (mg)
1 2 1 2 1 2

Variancia 7,16 4,59 714 4,29 7,13 4,30
Variancia % 44,74 28,67 44,65 26,82 44,59 26,89
Variancia acumulada % 44,74 73,41 44,65 71,47 44,59 71,48
Carboidratos -0,388 -0,468 -0,402 -0,460 -0,402 -0,442
Cinzas 0,704 0,023 0,703 0,017 0,700 0,001
Fibra alimentar total 0,899 0,180 0,907 0,136 0,907 0,125
Foésforo 0,946 0,175 0,952 0,136 0,954 0,129
Gorduras insaturadas 0,831 0,039 0,831 0,017 0,834 0,021
Gorduras saturadas 0,927 -0,104 0,925 -0,140 0,924 -0,147
Magnésio 0,774 -0,071 0,772 -0,102 0,770 -0,115
Manganés -0,486 0,844 -0,459 0,850 -0,452 0,854
Potassio 0,933 0,125 0,936 0,101 0,938 0,098
Proteina total 0,490 0,760 0,509 0,769 0,516 0,768
Saédio -0,319 -0,699 -0,335 -0,718 -0,343 -0,720
Valor energético 0,154 -0,776 0,131 -0,782 0,127 -0,771
Zinco 0,788 0,459 0,804 0,419 0,808 0,412
Acidos graxos livres -0,515 0,813 -0,490 0,828 -0,482 0,836

Parametro biolégico* 0,189 -0,598 -0,130 0,123 0,083 0,171
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Tabela 4. Correlacdo de Spearman entre os parametros biolégicos de Helicoverpa

armigera e 0s principais constituintes das dietas.

Duracéao (dias) Peso (mg)
Constituintes Larva Pupa Pupa
Correlacdo  Sig* Correlacdo Sig* Correlacdo  Sig*

Carboidratos 0,035 0,5137 0,086 0,1041 0,244 <0,0000
Cinzas a 550°C 0,211 <0,0001 -0,114 0,0321 -0,142 0,0072
Fibra alimentar -0,158 0,0030 -0,046 0,3920 -0,186 <0,0001
Fosforo -0,109 0,0402 -0,040 0,4562 -0,026 0,6194
Gorduras insaturadas 0,246 <0,0001 -0,077 0,1514 0,345 <0,0001
Gorduras saturadas 0,245 <0,0001 -0,110 0,0383 -0,144 0,0070
Magnésio 0,076 0,1524  -0,100 0,0601 -0,057 0,2861
Manganés -0,600 >0,0001 0,222 0,0221 -0,102 0,0552
Potéssio 0,490 >0,0001 -0,147 0,0053 -0,048 0,3723
Proteina total -0,207 >0,0001 -0,028 0,5977 0,284 >0,0001
Sadio 0,204 >0,0001 -0,015 0,7776 -0,157 0,0034
Valor energético 0,487 >0,0001 -0,063 0,2394 0,056 0,2953
Zinco -0,403 >0,0001 0,015 0,7812 0,098 0,0644

Acidos graxos livres -0,357  >0,0001 0,206 0,0471 0,167 0,0025
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Fig 1. Viabilidade larval (%) de Helicoverpa armigera em dietas naturais e

artificial em condi¢des controladas (25+2°C, 70£10% U.R. e 14h de fotofase).
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Fig 2. Porcentagem de larvas de Helicoverpa armigera que passaram por seis e sete
instares sob dietas naturais e artificial em condi¢cbes controladas (25+2°C, 70£10%
U.R. e 14h de fotofase).
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Fig 3. Peso médio (xEP) de pupas fémeas e machos de Helicoverpa armigera
provenientes de dietas naturais e artificial em condi¢cdes controladas (25+2°C,
70£10% U.R. e 14h de fotofase). Colunas seguidas de mesma letra por sexo, hao
diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05). * indica diferenca entre sexo

na mesma dieta segundo o teste de Kruskal-Wallis (P<0,01)
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Fig 4. Circulos de correlagdo entre os componentes das dietas (1-14) e a duragdo das fases laval
(A), pupal (C) e peso pupal (E) de Helicoverpa armigera e respectivos diagramas de ordenacao
das dietas (B, D e F). Parametros das dietas: 1 - carboidratos, 2 - cinzas, 3 - fibra alimentar total,
4 - fésforo, 5 - gorduras insaturadas, 6 - gorduras saturadas, 7 - magnésio, 8 - manganés, 9 -
potéssio, 10 - proteina total, 11 - sédio, 12 - valor energético, 13 - zinco, 14 - 4cidos graxos livres.
Dietas: * folha de algodéo, x - macé de algodao, o - folha de milho, + - gréo de milho, o — estilo-

estigma de milho, e - folha de soja, ¢ - vagem de soja e A - dieta artificial.
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2 CONSIDERACOES FINAIS

Helicoverpa armigera apresenta elevado potencial de destruicdo para 0s
sistemas agricolas do Brasil. Considerando-se aspectos intrinsecos desse inseto, tais
como habito polifago, elevado potencial de dispersdo, presenca de diversos
haploétipos, aliados a vasta fronteira agricola do pais e oferta de alimento, informacdes
adicionais sobre sua performance bioldgica e dindmica populacional sdo essenciais
na busca para um melhor entendimento sobre a espécie. Analises moleculares por
meio de microssatélites, verificando a similaridade genética entre os diferentes
haplétipos e a comparacdo dos aspectos biologicos, sdo fundamentais para validar
informacdes e correlacionar com diferentes niveis de performance. No presente
estudo, essas ferramentas permitiram afirmar que as populagées de H. armigera
presentes em diferentes regides do Brasil sdo derivadas de uma Unica populacgéao.

Como € de conhecimento, a disponibilidade dos hospedeiros tem impacto direto
sobre os surtos populacionais dos insetos, e esses, por sua vez, hao apresentam o
mesmo desenvolvimento e crescimento quando se alimentam de diferentes fontes
alimentares. A avaliacdo de parametros bioldgicos permite entender porque um
individuo dentro de uma mesma populacédo responde diferentemente frente a um
determinado alimento. Alteragbes no crescimento do inseto podem ocorrer pela
inibicdo da assimilacéo, ou ineficiéncia de conversao do alimento ingerido ou, ainda,
da combinacdo desses dois parametros. Componentes especificos das dietas, como
agua, macro e micronutrientes e metabdlitos secundarios das plantas podem afetar
profundamente o comportamento e/ou a fisiologia dos insetos.

A proposta de padronizagao de dieta artificial para larvas de H. armigera, com
detalhamento dos valores nutricionais para a criacdo do inseto em laboratdrio,
possibilita o fornecimento ininterrupto de insetos, com qualidade e em quantidades
desejaveis, preservando as caracteristicas naturais da espécie. A possibilidade de
utilizacdo de uma dieta padréo, com elevados indices de viabilidade larval (superando
inclusive a de dietas naturais) permite igualar (nivelar) a producdo de H. armigera,
independentemente da origem e do hospedeiro original do inseto e servira como base
para comparagoes futuras em estudos envolvendo este lepiddptero e dietas naturais

e artificiais.
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3. CONCLUSOES

- A dieta artificial proposta é adequada ao desenvolvimento de H. armigera em
laboratorio;

- As populacbes de H. armigera avaliadas (SP, BA e DF) sédo derivadas de uma
populacdo Unica;

- Insetos provenientes da Bahia (origem em algod&o) apresentam maior potencial
biotico;

- As dietas naturais e artificial apresentam 14 nutrientes essenciais em comum, 0S
quais afetam diferentemente a duragéo e o peso de fases imaturas do inseto;

- A dieta artificial possibilita maior viabilidade larval de H. armigera em comparacéo
com estruturas vegetativas e reprodutivas (isoladas) de algodao, milho e soja.
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N° 186878
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1/2
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N LIMITE DE _ ANALISE i
PARAMETRO UNIDADE QUANTIFICAGAO RESULTADO METODO
[_micio FINAC
Acidez Livre % m/m 0,0167 0,25 07/08/1! 07/08/1! AOAC / FQ-0105 *)
Acidez Volatil 9/100g Ac. Acético 0,167 %< Q 05/08/1 05/08/1 AOAC / FQ-0068
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Nitrogénio Total 9/100g 0, 0,7 06/08/15 06/08/: AOAC / FQ-0048
Potassio mg/100g K 0, 88344 08/08/15 | 08/08/ FDA / FQ-0159
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Galactose mg/100g x| Q /08/: /08/: AOAC / CR-0093 7
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Maltotriose 'mg/100g R Q /08’ /08/’ AOAC / CR-0093 7
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Manose mg/100g *rx<LQ 108/ 108/ AOAC / CR-0093
Melezitose 'mg/100g o) /08’ /08/’ AOAC / CR-0093 7
Melibiose mg/100g *xxcLQ /08! /08! AOAC / CR-0093
Rafinose mg/100g o) /08 /08/’ AOAC / CR-0093 ™
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Sacarose mg/100g ***<Q 108/ 108/ AOAC / CR-0093 7
Sorbitol mg/100g *xx< Q 108/ 108/ AOAC / CR-0093 &
Trealose mg/100g *xxC Q /08/15 108/ AOAC / CR-0093 &
Turanose mg/100g x| Q /08/15 08/ AOAC / CR-0093 7
Xilitol mg/100g x| Q /08/15 108/ AOAC / CR-0093 ™
Xilose mg/100g Rl /08/15 /08/: AOAC / CR-0093 ¥
*NA: NAO APLICAVEL **ND: NADA DETECTAVEL ***<|.Q: MENOR QUE O LIMITE DE QUANTIFICAGAO
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— L —
Acidez Livre % m/m 0,0167 0,30 07/08/; 07/08/. AOAC / FQ-0105
Acidez Volatil 9/100g Ac. Acético 0,167 o) 05/08/ 05/08/. AOAC / FQ-0068 ™
Carboidratos 9/100g 0, 16,5 06/08/; 06/08/ AOAC / FQ-0056
Cinzas a 550°C g/100g 0, 12 06/08/. 06/08/: AOAC / FQ-0029
Ferro mg/100g Fe 0,02 1,58 08/08/. 08/08/: FDA / FQ-0159 9
Fibra Alimentar Insolvel /1009 0, **ND 06/08/ 08/08/: AOAC / 02 W
Fibra Alimentar Solvel g/100g 0, **ND 06/08/ 08/08/: AOAC / 02
Fibra Alimentar Total g/100g 0, **ND 06/08/15 08/08/: AOAC / FQ-0202
Fosforo mg/100g P 0,03 84,55 08/08/15 08/08/: FDA / FQ-0159 9
Gorduras Insaturadas g/100g 0,02 0,93 10/08/15 10/08/: AOAC / CR-0090
Gorduras Saturadas g/100g 0,02 0,27 10/08/15 10/08/15 AOAC / CR-0090 V)
Gorduras Totais 9/100g 0,1 1,2 07/08/15 07/08/15 AOAC / FQ-0230
Gorduras Trans 9/100g 0,02 R Q 10/08/15 10/08/15 AOAC / CR-0090
Magnésio mg/100g Mg 0,2 34,13 08/08/15 08/08/15 FDA / FQ-0159 ¥
M: B mg/100g Mn 0,02 0,20 08/08/1. 08/08/15 FDA / FQ-0159 @
Nitrogénio Total g/100g 0, 06 06/08/1. 06/08/1! AOAC / FQ-0048 ™
Potéssio mg/100g K } 749,17 08/08/1. 08/08/1! FDA / FQ-0159 @
Proteina Total 9/100g 0, 4,1 06/08/1. 06/08/1! AOAC / FQ-0048
Sédio mg/100g Na 0, 18,50 08/08/1. 08/08/1! FDA/ FQ-0159 @
Valor Energético (em kcal) Kcal/100g 1 3 08/08/; 08/08/ RDC360/2003 ©
Valor Energético (em kJ) KJ/100g 1 391 08/08/ 08/08/: RDC360/2003 )
Zinco mg/100g Zn 0,0 0,36 08/08/ 08/08/: FDA / FQ-0159 ¥
Acidos Graxos Livres 9/100g 0,0: 0,3 108/’ 108/’ AOAC / CR-0090
Acidos Graxos Linoleico g/100g 0,0 **ND 0/08/: 0/08/15 AOAC / CR-0090 ¥
Acucares Redutores g/100g 2 *xF< Q 1/08/15 1/08/15 AOAC / FQ-0060
Adonitol mg/100g 5 xR Q 1/08/15 1/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Arabinose 'mg/100g 5 < Q 11/08/15 11/08/15 AOAC / CR-0093
Avrabitol mg/100g 5 **F<Q 11/08/15 11/08/15 AOAC / CR-0093
Celobiose mg/100g 5 FRCLQ 11/08/15__| 11/08/15 AOAC / CR-0093 W)
Frutose 'mg/100g 5 < Q 11/08/15 11/08/15 AOAC / CR-0093 T
Galactose mg/100g **<LQ /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093 ™
Glicose mg/100g **<LQ /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093
nositol mg/100g k< Q /08 /08/15 AOAC / CR-0093 T
Lactitol mg/100g *rx<|Q /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093
Lactose mg/100g < Q /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093
altitol mg/100g xR Q /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093
Maltose mg/100g **F<Q /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093 ™
Maltotriose mg/100g *xF<Q /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093
Manitol 'mg/100g R Q /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093 ™
Manose mg/100g R Q /08 /08/15 AOAC / CR-0093
Melezitose mg/100g < Q /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093 ™
Melibiose mg/100g *FCLQ /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093 7
Rafinose mg/100g R Q /08/15 /08/15 AOAC / CR-0093 ™
Ribose mg/100g *rE<LQ /08/15 J08/15 AOAC / CR-0093 &
Sacarose 'mg/100g R Q 11/08/15 11/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Sorbitol mg/100g 5 < Q 11/08/15 11/08/15 AOAC / CR-0093
Trealose mg/100g *FE<LQ 11/08/15 11/08/15 AOAC / CR-0093
Turanose mg/100g *xxc| Q 11/08/1! 11/08/1! AOAC / CR-0093 ™
Xilitol mg/100g **<LQ 11/08/1. 11/08/1 AOAC / CR-0093
Xilose mg/100g x| 11/08/1! 11/08/1! AOAC / CR-0093
*NA: NAO APLICAVEL **ND: NADA DETECTAVEL ***<.Q: MENOR QUE O LIMITE DE QUANTIFICACAO
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LAUDO/OS
MRL
C RO N° 186393
N DE
QUALIDADE ANEXO 3 12
ANALITICA ! 72?Qnos EMISSAO 0L
LABORATORIOS o0
LAUDO DE ENSAIOS LABORATORIAIS
AMOSTRA - FOLHAS DE MILHO
R LIMITE DE _ ANALISE i
PARAMETRO UNIDADE QUANTIFICACAO RESULTADO METODO
L 1 S—
Acidez Livre 9/100g 0,0167 0,40 07/08/. 07/08/. AOAC / FQ-0105
Acidez Volétil 9/100g Ac. Acético 0,167 o) 05/08/. 08/’ AOAC / FQ-0068 ™
Carboidratos 9/100g 0, 1 /08 /08/ AOAC / FQ-0056
Cinzas a 550°C g/100g 0, 15 /07/. /07/. AOAC / FQ-0029
Ferro mg/100g Fe 0,02 1,78 31/07/: 31/07/: FDA / FQ-0159 ¥
Fibra Alimentar Insolvel 9/100g 0, 3, 05/08/: 05/08/: AOAC / FQ-0202 ¥
Fibra Alimentar Soltvel 9/100g 0, **ND 05/08/15 05/08/: AOAC / FQ-0202
Fibra Alimentar Total 9/100g 0, 2, 05/08/15 05/08/: AOAC / FQ-0202
Fosforo mg/100g P 0,03 145,78 05/08/15__|_05/08/ FDA/FQ-0159 @
Gorduras Insaturadas 9/100g 0,02 0,58 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0090 )
Gorduras Saturadas 9/100g 0,02 0,52 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0090 )
Gorduras Totais 9/100g 0,1 1,1 05/08/15 05/08/15 AOAC / FQ-0230
Gorduras Trans g/100g 0,02 0,06 06/08/15__|_06/08/15 AOAC / CR-0090
Magnésio mg/100g Mg 0,2 50,0 31/07/15__|_31/07/15 FDA/FQ-0159 @
Manganés mg/100g Mn 0,02 1,89 31/07/15 31/07/15 FDA /FQ-0159 ¥
Nitrogénio Total 9/100g 0, 4 04/08/15 04/08/. AOAC / FQ-0048 ™
Potassio mg/100g K 0, 4772 05/08/15 | 05/08/ FDA/FQ-0159 ¥
Proteina Total 9/100g 0, 2,4 04/08/15 04/08/. AOAC / FQ-0048
Sodio mg/100g Na 0, 57,2 05/08/15 05/08/ FDA/FQ-0159 @
Valor Energético (em kcal) Kcal/100g 1 32 12/08/' 12/08/' RDC360/2003
Valor Energético (em kJ) KJ/100g 1 134 12/08/: 12/08/: RDC360/2003 )
Zinco mg/100g Zn 0,02 0,60 05/08/: 05/08/: FDA / FQ-0159 ¥/
Acidos Graxos Livres 9/100g 0,02 0,4( 07/08/. 07/08/ AOAC / CR-0090
Acidos Graxos Linoleico 9/100g 0,02 **ND 06/08/: 06/08/: AOAC / CR-0090 ¥
Acucares Redutores 9/100g 0,02 *xx< Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0090 7
Adonitol 9/100g 0,1 *xx< Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 &
Arabinose 9/100g 0,1 x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Arabitol 9/100g 0,1 **F<Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093
Celobiose g/100g 0,1 o) 06/08/15__|_06/08/15 AOAC / CR-0093
Frutose g/100g 0,1 o) 06/08/15__|_06/08/15 AOAC / CR-0093 )
Galactose 9/100g 0, x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093
Glicose 9/100g 0, **<LQ 06/08/15__| 06/08!. AOAC / CR-0093
Inositol 9/100g 0, *xxc| Q 06/08/15 06/08/ AOAC / CR-0093 ™
Lactitol g/100g 0, *rxcLQ 06/08/: 06/08/: AOAC / CR-0093
Lactose 9/100g 0, o) 06/08/ 06/08/ AOAC / CR-0093
Maltitol 9/100g 0, *xx<| Q 06/08/: 06/08/: AOAC / CR-0093
Maltose 9/100g 0, *xx<| Q 06/08/: 06/08/: AOAC / CR-0093
Maltotriose 9/100g 0, *xx< Q 06/08/: 06/08/: AOAC / CR-0093 &
Manitol 9/100g 0, *xx< Q 06/08/: 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Manose 9/100g 0, x| Q 06/08/: 06/08/: AOAC / CR-0093 7
Melezitose 9/100g 0, *xr< Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 &7
Melibiose g/100g 0, *+<LQ 06/08/15__| 06/08/ AOAC / CR-0093
Rafinose 9/100g 0, *xx< Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093
Ribose 9/100g 0, x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Sacarose 9/100g 0,1 *xF<Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093
Sorbitol g/100g 0,1 o) 06/08/15__|_06/08/15 AOAC / CR-0093 )
Trealose 9/100g 0,1 x| Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 7
Turanose 9/100g 0,1 ***<Q 06/08/15 06/08/1! AOAC / CR-0093 7
Xilitol 9/100g 0,1 **<LQ 06/08/15 | 06/08/1! AOAC / CR-0093
Xilose 9/100g 0,1 o) 06/08/15 06/08/1! AOAC / CR-0093
*NA: NAO APLICAVEL **ND: NADA DETECTAVEL ***<|.Q: MENOR QUE O LIMITE DE QUANTIFICACAO
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) MRL
CENTRO DE N° 186394
QUALIDADE O
ANALITICA anos ANEX 4 1/2

1987-2012 A
LABORATORIOS EMISSAO 01
N LIMITE DE _ ANALISE )
PARAMETRO UNIDADE QUANTIFICAGAO RESULTADO METODO
Acidez Livre % m/m 0,0167 0,60 07/08/. 07/08/15 AOAC / FQ-0105
Acidez Volatil 9/100g Ac. Acético 0,167 ***<LQ 05/08/. 05/08/15 AOAC / FQ-0068
Carboidratos 9/100g 0, 29,7 12/08/. 12/08/15 AOAC / FQ-0056
Cinzas a 550°C 9/100g 0, 03 04/08 04/08/15 AOAC / FQ-0029
Ferro mg/100g Fe 0,02 4,39 05/08/ 5/08/. FDA/FQ-0159 ¥
Fibra Alimentar Insolivel g/100g 0, 1, 0/08/. 0/08/. AOAC / FQ-0202
Fibra Alimentar Solavel g/100g 0, **ND 0/08/: /08! AOAC / FQ-0202
Fibra Alimentar Total 9/100g 0, 1, /08! ;0 ; AOAC/FQ»OZOZ{‘)U
Fosforo mg/ 00g P 0,0 284,38 05/08/. 05/0: FDA / FQ-0159
Gorduras Insaturadas g/100g 0,0 1,04 06/08/. 06/08/. AOAC / CR-0090
Gorduras Saturadas /100 0,0 0,29 06/08/. 06/08/: AOAC / CR-0090
Gorl:mras thais gl og 0,1 13 05/08/ 05/08/: AOAC / FQ-0230 ¥
Gorduras Trans 9/100g 0,02 =< Q 06/08/15 06/08/. AOAC / CR-0090
Magnésio mg/100g Mg 0,2 62,17 05/08/15 05/08/: FDA / FQ-0159 9
Manganés mg/100g Mn 0,02 176 05/08/15__|_05/08/: FDA/ FQ-0159 @
Nitrogénio Total g/100g 0, 0,2 04/08/15 04/08/: AOAC / FQ-0048
Potdssio mg/100g K 0, 258,82 05/08/: 05/08/. FDA / FQ-0159 )
Proteina Total 9/100g 0, 13 04/08!: 04/08/. AOAC / FQ-0048
Sédio mg/100g Na 0, 49,08 05/08! 05/08/. FDA / FQ-0159 @
Valor Energético (em kcal) Kcal/100g 1 136 12/08/. 12/08/. RDC360/2003 )
Valor Energético (em kJ) KJ/100g 1 568 h;o ; 12;0 ; RDC360/2003 “’)
Zinco mg/100g Zn 0,02 0,69 05/0f 05/0 FDA/ FQ-0159
Acidos Graxos Livres g/100g 0,02 0,60 07/08/. 07/08/: AOAC / CR-0090
Acidos Graxos Linoleico g/100g 0,02 **ND 06/08/ 06/08/15 AOAC / CR-00! :jj
dut /100 0,02 L 06/08/15__|_06/08/15 AOAC / CR-00
Acmiﬁimf e g/ og 0,1 ***<_8 06/08/ j 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Arabinose 9/100g 0,1 *xcLQ 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093
Avrabitol 9/100g 0,1 **F<Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093
Celobiose 9/100g 0,1 3R Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093
Frutose g/100g 0,1 < Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Galactose 9/100g 0, **E<LQ 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 7
Glicose 9/100g 0, **<LQ 06/08/15 | 06/08/; AOAC / CR-0093
nositol 9/100g 0, < Q 06/08/15 06/08/ AOAC / CR-0093 (T
Lactitol g/100g 0, ***<LQ 06/08/15 06/08/. AOAC / CR-0093
Lactose 9/100g 0, < Q 06/08/15 06/08/ AOAC / CR-0093
altitol g/100g 0, o) 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093
Maltose g/100g 0, ***<LQ 06/08/15 06/08/. AOAC / CR-0093
Maltotriose /1009 0, *xF<Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Manitol 9/100g 0, *x<LQ 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Manose g/100g 0, HR<|Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093
Melezitose /1009 0, *xF< Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Melibiose g/100g 0, *x<LQ 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 7
Rafinose 9/100g 0, FH<LQ 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™)
Ribose 9/100g 0, o) 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Sacarose 9/100g 0, ***<LQ 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093
Sorbitol 9/100g 0,1 *AE<LQ 06/08/1! 06/08/1! AOAC / CR-0093 @
Trealose 9/100g 0, o) 06/08/; 06/08/ AOAC / CR-0093 ™
Turanose g/100g 0, **H<] Q 06/08/. 06/08/: AOAC / CR-0093
Xilitol 9/100g 0, ***<LQ 06/08!: 06/08/. AOAC / CR-0093 @
Xilose g/100g 0, xxxg | 06/08/ 06/08/: AOAC / CR-0093
*NA: NAO APLICAVEL **ND: NADA DETECTAVEL ***<|.Q: MENOR QUE O LIMITE DE QUANTIFICACAO
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LAUDO/OS
@
CENTRO DE N° 186395 MRL
QUALIDADE ANEXO 5
ANALITICA anos 1/2
LABORATORIOS oera0e EMISSAQ 01
LAUDO DE ENSAIOS LABORATORIAIS
AMOSTRA - ESTIGMAS DE MILHO
R LIMITE DE _ ANALISE i
PARAMETRO UNIDADE QUANTIFICACAO RESULTADO METODO
1 1 S—
Acidez Livre % m/m 0,0167 0,10 07/08/. 07/08/. AOAC / FQ-0105
Acidez Volatil 9/100g Ac. Acético 0,167 o) 05/08/. 05/08/. AOAC / FQ-0068 ™
Carboidratos 9/100g 0, 8,0 12/08/ 12/08/. AOAC / FQ-0056
Cinzas a 550°C g/100g 0, 0,9 06/08/: 06/08/: AOAC / FQ-0029
Ferro mg/100g Fe 0,02 1,99 05/08/: 05/08/: FDA / FQ-0159 ¥
Fibra Alimentar Insolivel 9/100g 0, 4,7 108/ 108/ AOAC / FQ-0202 ¥
Fibra Alimentar Soldvel 9/100g 0, **ND /08/15 108/ AOAC / FQ-0202
Fibra Alimentar Total 9/100g 0, 4,7 11/08/15 11/08/; AOAC / FQ-0202
Fosforo mg/100g P 0,03 13,74 05/08/15__|_05/08/ FDA/FQ-0159 @
Gorduras Insaturadas 9/100g 0,02 0,61 10/08/15 10/08/. AOAC / CR-0090 )
Gorduras Saturadas 9/100g 0,02 0,18 10/08/15 10/08/: AOAC / CR-0090 )
Gorduras Totais 9/100g 0,1 0,8 05/08/15 05/08/15 AOAC / FQ-0230
Gorduras Trans /1009 0,02 wFQ 10/08/15 10/08/15 AOAC / CR-0090
Magnésio mg/100g Mg 0,2 33,71 05/08/15 05/08/15 FDA / FQ-0159 ¥
Manganés mg/100g Mn 0,02 1,97 05/08/15 05/08/1 FDA / FQ-0159 9
Nitrogénio Total 9/100g 0, *RRCLQ 04/08/1! 04/08/1! AOAC / FQ-0048 ™
Potéssio mg/100g K 0, 290,03 05/08/1! 05/08/1! FDA /FQ-0159 @
Proteina Total 9/100g 0, 0,5 04/08/1! 04/08/1! AOAC / FQ-0048
S6dio mg/100g Na 0, 44,80 05/08/1! 05/08/1! FDA/FQ-0159 @
Valor Energético (em kcallg) Kcal/100g 1 41 12/08/: 12/08/. RDC360/2003 )
Valor Energético (em kJ/g) KJ/100g 1 173 12/08/. 12/08)/; RDC360/2003 )
Zinco mg/100g Zn 0,02 0,37 05/08/ 05/08/. FDA/FQ-0150 @
Acidos Graxos Livres 9/100g 0,02 0,1 07/08/ 07/08/ AOAC / CR-0090 I
Acidos Graxos Linoleico 9/100g 0,02 x| Q 10/08/15 10/08/: AOAC / CR-0090 ™
Acucares Redutores 9/100g 0,02 *xx< Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0090 ™7
Adonitol 9/100g 0,1 x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 7
Arabinose 9/100g 0,1 x| Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Arabitol 9/100g 0,1 *FCQ 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Celobiose g/100g 0,1 o) 06/08/15__|_06/08/15 AOAC / CR-0093 )
Frutose 9/100g 0,1 x| Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™
Galactose 9/100g 0, *RRCLQ 06/08/15 06/08/. AOAC / CR-0093 7
Glicose 9/100g 0, **<Q 06/08/15__| 06/08/ AOAC / CR-0093
Inositol 9/100g 0, o) 06/08/15 06/08/ AOAC / CR-0093 T
Lactitol 9/100g 0, *rx<LQ 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093
Lactose 9/100g 0 o) 06/08/15 06/08/ AOAC / CR-0093
Maltitol 9/100g 0, x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Maltose 9/100g 0, *xx< Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Maltotriose 9/100g 0 *xF< Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093
Manitol 9/100g 0, x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™7
Manose 9/100g 0, x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093
Melezitose 9/100g 0, *xx< Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Melibiose 9/100g 0, x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 7
Rafinose 9/100g 0, x| Q 06/08/15 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Ribose 9/100g 0, *rr<| Q 06/08/15 06/08/ AOAC / CR-0093 &
Sacarose /1009 0,1 FQ 06/08/15 06/08/1! AOAC / CR-0093
Sorbitol 9/100g 0,1 x| Q 06/08/15 06/08/15 AOAC / CR-0093 ™7
Trealose 9/100g 0,1 ***<Q 06/08/1! 06/08/1! AOAC / CR-0093
Turanose 9/100g 0, *xxc Q 06/08/: 06/08/: AOAC / CR-0093 ™
Xilitol 9/100g 0, o) 06/08/. 06/08/ AOAC / CR-0093 ™
Xilose 9/100g 0, x| 06/08/ 06/08/ AOAC / CR-0093
*NA: NAO APLICAVEL **ND: NADA DETECTAVEL ***<|.Q: MENOR QUE O LIMITE DE QUANTIFICACAO
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LAUDO/OS
) S MRL
8ENTRO DE N° 183371
UALIDADE
ANALITICA anos ANEXO 6 1/2
LABORATORIOS 19872012
LAUDO DE ENSAIOS LABORATORIAIS
FOLHAS DE SOJA
R LIMITE DE ANALISE .
PARAMETRO UNIDADE Q UANTIFICACAO RESULTADO METODO
[nicio_ | FINAL
Acidez Livre % m/m 0,0167 **ND 16/06/15 16/06/15 AOAC / FQ-0105 ™
Acidez Volatil 9/100g Ac. Acético 0,167 **ND 16/06/15 16/06/15 AOAC / FQ-0068
Carboidratos 9/100g 0,1 6,0 19706715 19706715 AOAC /FQ-0056 ™
Cinzas a 550°C /1009 0,1 2,0 19/06/15 19/06/15 AOAC / FQ-0029 ¥
Ferro mg/100g Fe 0,02 2,40 27/06/15 27/06/15 FDA /FQ-0159 @
Fibra Alimentar Insoltvel /1009 0,1 8,0 19/06/15 19/06/15 AOAC [FQ-0202
Fibra Alimentar Soldvel 9/100g 0,1 **ND 19/06/15 | 19/06/15 AOAC / FQ-0202 ™
Fibra Alimentar Total 9/100g 0,1 8,0 19/06/15 | 19/06/15 AOAC / FQ-0202 ™
Fésforo mg/100g P 0,03 830,0 27106715 27106715 FDA TFQ-0159 ™7
Gorduras Insaturadas /1009 0,02 0,51 16/06/15 | 16/06715 AOAC / CR-0090 ™7
Gorduras Saturadas 9/100g 0,02 0,29 16/06/15 16/06715 AOAC T CR-0090 7
Gorduras Totais /1009 0,1 0,8 16/06/15_| 16/06/15 AOAC / FQ-0230 ¥
Gorduras Trans 0/100g 0,02 FF*LQ 16/06/15 | 16/06/15 AOAC / CR-0090
Magnésio mg/100g Mg 0,2 110,0 27/06/15 27/06715 FDATFQ-0159 7
Manganés mg/100g Mn 0,02 3,00 27/06/15_| 27/06/15 FDA/ FQ-0159 &
Nitrogénio Total 9/100g 05 0,6 05/06/15 | 05/06/15 AOAC / FQ-0048 ™
P otassio mg/100g K 0,2 2900 27106715 | 27/06715 FDA TFQ-0159 ™
P roteina Total g/100g 0.2 4,0 05/06/15__| 05/06/15 AOAC / FQ-0048 ™
Sodio mg/100g Na 0,2 12,0 27/06/15 27/06/15 FDA /FQ-0159 ™
Valor Energético (em kcal/g) Kcallg 1 47,0 19/06/15 | 19/06/15 RDC360/2003 )
Valor Energético (em kJ/g) KJlg 1 197 19/06/15 | 19/06/15 RDC360/2003 )
Zinco mg/100g Zn 0,02 1,60 27106/15__| 27/06/15 FDATFQ-0159 ¥
Acidos Graxos Livres g/100g 0,02 **ND 16/06/15_| 16/06/15 AOAC / CR-0090 ¥
Acidos Graxos Linoleico 0/100g 0,02 0,11 16/06/15 16/06/15 AOAC / CR-0090
Acucares Redutores 0/100g 0,02 FFELQ 09706715 09/06715 AOACTCR-0090 7
Adonitol mg/100g 5 HREC L 09/06/15__| 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Arabinose mg/100g 5 FFFELL 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093
Arabitol 'mg/100g 5 FEEL 09706715 09/06715 AOACTCR-0093 ™
Celobiose mg/100g 5 F**<LQ 09/06/15 09/06/15 AOAC/CR-0093 ™
Frutose 'mg/100g 5 FFEILQ 09/06/15 09/067/15 AOAC TCR-0093 ™
Galactose mg/100g 5 N 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Glicose 'mg/100g 5 x| 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Inositol 'mg/100g 5 FFESLQ 09/06/15 09/06/15 AOAC [ CR-0093 ™
Lactitol mg/100g 5 A Q 09/06/15 09/06/15 AOAC / CR-0093
Lactose mg/100g 5 FFELQ 09/06/15 09/06/15 AOAC / CR-0093 ¥
Maltitol mg/100g 5 FFFEILQ 09/06/15__| 09/06715 AOACTCR-0093™
Maltose mg/100g 5 FrrC]Q 09/06/15 09/06/15 AOAC / CR-0093 D
Maltotriose mg/100g 5 FFELQ 09/06/15 09/06/15 AOAC / CR-0093 ¥
Manitol mg/100g 5 FFELQ 09/06/15__| 09/06715 AOACTCR-0093™
Manose mg/100g 5 FHLQ 09/06/15 09/06/15 AOAC / CR-0093
Melezitose mg/100g 5 FFELQ 09/06/15__| 09/06715 AOACTCR-0093™
Melibiose mg/100g 5 R 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Rafinose mg/100g 5 e 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 ™
Ribose mg/100g 5 FFELQ 09/06715 09/06/15 AOAC CR-0093 ™
Sacarose mg/100g *rEC| Q 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 )
Sorbitol mg/100g x| Q 09/06/15__| 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Trealose 'mg/100g F*RLQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 ™
Turanose mg/100g 5 x| Q 09/06/15__| 09/06/15 AOAC /CR-0093 ™
Xilitol mg/100g 5 FEECLQ 09/06/15 09/06/15 AOAC /CR-0093 ™
Xilose mg/100g 5 *<LQ 09/06/15_| 09/06/15 AOAC / CR-0093 @

*NA: NAO APLICAVEL

**ND: NADA DETECTAVEL
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®
cenTRo o LAUDO/OS | \ o
UALIDADE o
T anos ANEXO 7 N° 183372
1987-2012 12
LABORATORIOS =
EMIS S AO 01
LAUDO DE ENSAIOS LABORATORIAIS
VAGENS DE SOJA
R LIMITE DE ANALISE i
PARAMETRO UNIDADE Q UANTIFICACAO RESULTADO METODO
[ico AL ]
Acidez Livre % m/m 0,0167 **ND 16/06/15 | 16/06/15 AOAC / FQ-0105 ™
Acidez Volatil 9/100g Ac. Acético 0,167 **ND 16/06/15 | 16/06/15 AOAC / FQ-0068 ™
Carboidratos 9/100g 0.1 17 19/06/15 | 19/06715 AOAC FQ-0056 @
Cinzas a 550°C 9/100g 0.1 2.2 19/06/15 | 19/06/15 AOAC / FQ-0029 ™
Ferro mg/100g Fe 0,02 2,30 27/06/15 | 27/06/15 FDA / FQ-0159 @
Fibra Alimentar InsolGvel /1009 0,1 13,8 19/06/15 19/06/15 AOAC TFQ-0202 W
Fibra Alimentar Soldvel 9/100g 0,1 **ND 19/06/15 19/06/15 AOAC / FQ-0202 M
Fibra Alimentar Total 9/100g 0,1 13,8 19/06/15 19/06/15 AOAC / FQ-0202 M
Fosforo mg/100g P 0,03 1800 27/06715 | 27/06715 FDATFQ-0159
Gorduras Insaturadas 9/100g 0,02 2,20 16/06/15 | 16/06/15 AOAC / CR-0090
Gorduras Saturadas 0/100g 0,02 1,30 16/06715 16706715 AOAC T CR-0090 7
Gorduras Totais 9/100g 0,1 35 16/06/15 | 16/06/15 AOAC / FQ-0230 @
Gorduras Trans 9/100g 0,02 1,81 16/06/15 16/06/15 AOAC / CR-0090
Magneésio mg/100g Mg 0,2 1110 27/06715 | 27706715 FDATFQ-0I59
Manganés mg/100g Mn 0,02 0,96 27/06/15_| 27/06/15 FDA / FQ-0159 @
Nitrogénio Total 9/100g 0,5 1,0 05/06/15 | 05/06/15 AOAC / FQ-0048 M)
P otassio mg/100g K 0,2 5000 2706715 | 27706715 FDATFQ-0159
P roteina Total 9/100g 0,2 6,4 05/06/15 | 05/06/15 AOAC / FQ-0048 M
Sodio mg/100g Na 0,2 13,0 27/06/15 | 27/06/15 FDA /FQ-0159 <
Valor Energético (em kcal/g) Kcallg 1 64 19/06/15 | 19/06/15 RDC360/2003 ©
Valor Energético (em kJ/g) Kl/g 1 268 19/06/15 | 19/06/15 RDC360/2003 ©
Zinco mg/100g Zn 0,02 24 7106715 7106715 FDA/FQ-0159 @
Acidos Graxos Livres 9/100g 0,02 **ND 6/06/15 6/06/15 AOAC / CR-0090 @
Acidos Graxos Linoleico 0/100g 0,02 **ND 6/06/15 6/06/15 AOAC / CR-0090 ™
Acucares Redutores 0/100g 0,02 FFELQ 09/06/15 | 09/06715 AOACTCR-0090 ™V
Adonitol mg/100g 5 HxECL 09/06/15__| 09/06/15 AOAC / CR-0093 )
Avrabinose mg/100g 5 FFRLQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 ™
Avrabitol mg/100g 5 FFELQ 09/06/15 | 09/06715 AOACTCR-0093 ™
Celobiose mg/100g 5 **ELQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 V)
Frutose mg/100g 5 FFEILO 09/06/15 | 09/06715 AOAC TCR-0093 ™
Galactose mg/100g 5 ***CQ 09/06/15_| 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Glicose mg/100g 5 FRELQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Inositol mg/100g 5 FERLQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 ™
Lactitol mg/100g 5 FRRQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 )
Lactose mg/100g 5 FFELQ 09/06/15 | 09/06715 AOAC 7 CR-0093 ™7
Maltitol mg/100g 5 FFELQ 09/06/15__| 09/06/15 AOAC TCR-0093 ™
Maltose mg/100g 5 i X 09/06/15__| 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Maltotriose mg/100g 5 FFECL 09/06/15 | 09/06715 AOAC 7 CR-0093 ™7
Manitol mg/100g 5 FFECL 09/06/15__| 09/06715 AOAC T CR-0093 ™
Manose mg/100g 5 FFECLQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC /CR-0093 ™
Melezitose mg/100g 5 FERSL 09/06/15 | 09/06715 AOACTCR-0093 ™
Melibiose mg/100g 5 X 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Rafinose mg/100g 5 FFRILQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 ™7
Ribose mg/100g 5 FFELQ 09/06/15 | 09/06715 AOAC TCR-0093 ™
Sacarose mg/100g 5 N 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Sorbitol mg/100g 5 R Q 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 @
Trealose mg/100g 5 FFELQ 09/06/15 | 09/06/15 AOAC /CR-0093 ™
Turanose mg/100g 5 **E<] 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 )
Xilitol mg/100g 5 FRRS] Q 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 )
Xilose mg/100g 5 xS Q 09/06/15 | 09/06/15 AOAC / CR-0093 )
*NA: NAO APLICAVEL **ND: NADA DETECTAVEL ***<L.Q : MENOR Q UE O LIMITE DE Q UANTIFICACAO
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LAUDO/OS
®
&EJNZRDO gE N° 182084
ALIDA
ANALITICA anos ANEXO 8 1/2 MRL
LABORATORIOS Jo87 2012 EMISSAO 01
LAUDO DE ENSAIOS LABORATORIAIS
DIETA ARTIFICIAL PARA Helicoverpa armigera
LIMITE ANALISES
ENSAIO UNIDADE DE RESULTADO METODO
QUANTIFICACAO INICIAL FINAL
Acidez Livre % m/m 0,0167 5,61 24/04/15 24/04/15 AOAC / FQ-0105 )
Acidez Volatil 0/100g Ac. Acético 0,167 3,37 24/04/15 24/04/15 AOAC / FQ-0068 )
Carboidratos 9/100g 0,1 8.1 20/04715 05/05/15 AOAC | FQ-0056 1
Cinzas a 550°C 9/100g 0,1 0,7 23/04/15 23/04/15 AOAC / FQ-0029 ¥
Ferro mg/100g Fe 0,02 1,61 20/04/15 27/04/15 FDA/FQ-0159 ¥
Fibra Alimentar Insoldvel g/100g 0,1 15 20/04/15 27/04/15 AOAC / FQ-0202 V)
Fibra Alimentar Soltvel g/100g 0,1 0,1 0/04/15 7/04/15 AOAC / FQ-0202 V)
Fibra Alimentar Total 9/100g 0,1 16 0/04/15 7/04/15 AOAC / FQ-0202 I
Fosforo mg/100g P 0,03 145,03 0/04/15 7/04/15 FDA/FQ-0159 ¥
Gorduras Insaturadas 9/100g 0,02 0,7 0/04/15 05/05/15 AOAC / CR-0090 @
Gorduras Saturadas 9/100g 0,02 0,0 0/04/15 05/05/15 AOAC / CR-0090 1
Gorduras Totais 9/100g 0,1 0,7 0/04/15 05/05/15 AOAC / FQ-0230 (I
Gorduras Trans 9/100g 0,02 0,4 0/04/15 05/05/15 AOAC / CR-0090 U
Magnésio mg/100g Mg 0.2 36,1 20/04/15 27/04/15 FDA / FQ-0159 @
Manganés mg/100g Mn 0,02 9,95 20/04/15 27/04/15 FDA / FQ-0159 )
Nitrogénio Total /1009 0,0334 0,85 20/04/15 27/04115 AOAC / FQ-0048 D
Potassio mg/100g K 0,2 192,5 20/04/15 27/04/15 FDA / FQ-0159 )
Proteina Total 9/100g 0,2 53 20/04/15 27104115 'AOAC / FQ-0048 D
S6dio mg/100g Na 0,2 132 20/04/15 27/04115 FDA / FQ-0159 @
Valor Energético (em kcal/g) Kcallg 1 0,6 20/04/15 05/05/15 RDC360/2003 ¥
Valor Energético (em kJ/g) Kilg 1 25 20/04/15 05/05/15 RDC360/2003 @)
Zinco mg/100g Zn 0,02 1,05 20/04/15 27/04/15 FDA/FQ-0159 @
Acidos Graxos Livres g/100g 0,02 5,61 20/04/15 05/05/15 AOAC / CR-0090
Acidos Graxos Linoleico /1009 0,02 < Q 20/04/15 05/05/15 AOAC / CR-0090
Acucares Redutores 9/100g 0,02 3,04 28/04/15 28/04/15 AOAC / CR-0090
Adonitol mg/100g **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 ¥
"Arabinose mg/100g **ND 28/04/15 29/04115 AOAC  CR-0093 @
Arabitol mg/100g **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 ™
Celobiose mg/100g **ND 8/04/15 /04/15 AOAC / CR-0093 )
Frutose mg/100g **ND 8104115 /04115 AOAC / CR-0093 @
Galactose mg/100g **ND 8/04/15 /04/15 AOAC / CR-0093 U
Glicose mg/100g **ND 8104115 /04115 AOAC / CR-0093
Tnositol mg/100g 5 **ND 2804115 29104115 AOAC / CR-0093 @
Lactitol mg/100g 5 **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 T
Lactose mg/100g 5 3042 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 Y
Maltitol mg/100g 5 **ND 28/04/15 8/04/15 AOAC / CR-0093 @
Maltose mg/100g 5 **ND 28/04/15 9/04/15 AOAC / CR-0093 )
Maltotriose mg/100g 5 **ND 28/04/15 9/04/15 AOAC  CR-0093 @
Manitol mg/100g 5 **ND 2804115 29/04/15 AOAC  CR-0093 @
Manose mg/100g 5 **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093
Melezitose mg/100g 5 **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 ¥
Melibiose mg/100g 5 **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC | CR-0093
Rafinose mg/100g 5 **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 T
Ribose mg/100g 5 **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093
Sacarose mg/100g 5 824 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 Y
Sorbitol mg/100g 5 **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 ¥
Trealose mg/100g **ND 8/04/15 /04/15 AOAC / CR-0093 Y
Turanose mg/100g **ND 8/04/15 /04/15 AOAC / CR-0093 U
Xilitol mg/100g **ND 8104115 /04115 AOAC / CR-0093
Xilose mg/100g _ 5 **ND 28/04/15 29/04/15 AOAC / CR-0093 ™
*NA: Nao Aplicavel **ND: N&o Detectado **+<LQ: MENOR QUE O LIMITE DE QUANTIFICAGAO




